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Abz   aminobenzoyl 
ACC    7-amino-4-karbamoylmethylkumarin 
AEBSF  4-(2-aminoethyl)benzenesulfonylfluoridhydrochlorid 
AMC   7-amino-4-methylkumarin 
ATP   adenosintrifosfát 
CA074  L-3-trans-(propylkarbamoyl)oxiran-2-karbonyl)-L-isoleucyl-L-prolin 
Boc   t-Butyloxykarbonyl,  
BPTI hovězí pankreatický inhibitor proteas trypsinového typu (z angl. 
“Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor”) 
Bz   benzoyl 
CHO   aldehydová skupina 
CMK   chloromethylketon 
Col I – IV  kolgen typ I-IV 
DMSO  dimethylsulfoxid 
DTT   dithiothreitol 
E-64    N-[N-(L-3-trans-karboxyoxirin-2-karbonyl)-L-leucin]-agmatin 
EDTA   ethylendiamintetraoctová kyselina 
ES   exkrečně-sekreční 
FPLC kapalinová chromatografie (z angl. “Fast Protein Liquid 
Chromatography”) 
FRET    “Fluroescence Resonance Energy Transfer” 
Hb hemoglobin 
HPLC  kapalinová chromatografie (z angl. “High Performance Liquid 
Chromatography”) 
HSA hovězí sérový albumin 
HsPOP  lidská prolyloligopeptidasa 
HsCC   lidský katepsin C 
IC50    koncentrace inhibitoru potřebná k dosažení 50% inhibice enzymu 
IgG   imunoglobulin G 
K11777  N-methyl-piperazin-Phe-homoPhe-vinylsulfon-fenyl 
kDa   kilodalton 
LmSAP1 signální peptid z prvoka Leishamania mexicana reakce 
(z angl. “Secreted Acid Phosphatase ”) 
LHRH   gonadorelin (z angl. “LH-releasing hormone“)  
Mb   megabáze  
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MeOSuc  3-Methoxysukcinyl 
αMSH   α-melanocyty stimulující hormon 
MS   hmotnostní spektrometrie 
Nph   nitrofenyl 
PCR   polymerasová řetězová reakce (z angl. “Polymerase Chain Reaction”) 
PDB    “Protein Data Bank”, databáze proteinových struktur 
PMSF   fenylmethylsulfonyl fluorid  
SDS-PAGE   elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v přítomnosti SDS 
SmAE   asparaginylendopeptidasa z z krevničky S. mansoni 
SmCalp1  kalpain 1 z krevničky S. mansoni 
SmCalp2  kalpain 2 z krevničky S. mansoni 
SmCOX I  cytochromoxidasa I z krevničky S. mansoni 
SmCB1  katepsin B1 z krevničky S. mansoni 
SmCB2  katepsin B2 z krevničky S. mansoni 
SmCC   katepsin C z krevničky S. mansoni 
SmCD   katepsin D z krevničky S. mansoni 
SmDPPII  dipeptidylaminopeptidasa II z krevničky S. mansoni 
SmDPPIII  dipeptidylpeptidasa III z krevničky S. mansoni 
SmDPPIV  dipeptidylaminopeptidasa IV z krevničky S. mansoni 
SmCL1/ SmCF katepsin L1 (katepsin F) z krevničky S. mansoni 
SmCL2  katepsin L2 z krevničky S. mansoni 
SmCL3  katepsin L3 z krevničky S. mansoni 
SmLAP  leucylaminopeptidasa z krevničky S. mansoni 
SmPCP  prolylkarboxypeptidasa z krevničky S. mansoni 
SmPOP  prolyloligopeptidasa z krevničky S. mansoni 
SmSP1-5  serinová proteasa 1-5 z krevničky S. mansoni 
STI   sójový inhibitor trypsinu (z angl. “Soybean Trypsin Inhibitor”) 
Suc   sukcinyl  
SÚKL   Státní ústav pro kontrolu léčiv 
TFPAMK   tetrafluorofenoxyarylmethylketon 
TLCK    Nα-tosyl-L-lysin chloromethyl keton 
TPCK    N-p-tosyl-L-fenylalanin chloromethyl keton 
Tris    tris(hydroxymethyl)aminomethan  
UCSF    “University of California San Francisco” 
UCSD   “University of California San Diego” 
VS    vinylsulfon 
Z   Benzyloxykarbonyl,  




Schistosomóza je závažné parazitární onemocnění člověka, jehož původcem jsou krevničky, 
krevní motolice rodu Schistosoma. Celosvětově je schistosomózou, která představuje globální 
světový problém, infikováno přes 200 miliónů lidí a dalších 750 miliónů je vystaveno riziku 
nákazy. Jediný účinný lék pro léčbu schistosomózy je chemoterapeutikum praziquantel, u 
kterého je riziko vzniku rezistence. Proteasy krevničky představuji nadějné cílové molekuly 
pro vývoj nových terapeutických strategií proti schistosomóze. Tato práce se zaměřuje na 
komplexní charakterizaci proteolytických systémů krevničky Schistosoma mansoni a určení 
jejich role v interakci s hostitelem. Za prvé byly pomocí metod funkční proteomiky popsány 
hlavní proteolytické aktivity sekretované jednotlivými vývojovými stádii krevničky, která 
parazitují v těle člověka. Tato analýza prokázala jejich komplexní a specifickou distribuci 
s převažujícími serinovými a cysteinovými proteasami a metaloproteasami. Za druhé byly 
pomocí přístupu chemické genomiky identifikovány povrchové a trávicí proteasy krevničky, 
konkrétně prolyloligopeptidasa a katepsiny typu B, C a D, jako vhodné cílové molekuly pro 
terapeutickou intervenci. Prolyloligopeptidasa byla biochemicky charakterizována na úrovni 
rekombinantního proteinu, byly vyvinuty její účinné inhibitory jako templáty pro 









Schistosomiasis is a serious parasitic disease caused by blood flukes of the genus 
Schistosoma. It is a global health problem with more than 200 million people infected and 750 
million people at risk. Current therapy relies on a single drug, praziquantel, for which there 
are concerns of emerging drug resistance. Proteases of schistosoma are promising target 
molecules for the development of new therapeutic strategies against schistosomiasis. This 
work focuses on the comprehensive characterization of proteolytic systems of Schistosoma 
mansoni and determination of their role in the interaction with the human host. First, the 
major proteolytic activities secreted by individual developmental stages of schistosoma that 
parasitize the human body were classified using functional proteomics. This analysis 
demonstrated their complex and specific distribution with predominant serine and cysteine 
proteases and metalloproteases. Second, tegumental and digestive proteases, namely prolyl 
oligopeptidase and cathepsins B, C and D, were identified by chemical genomics as suitable 
target molecules for therapeutic intervention. Prolyl oligopeptidase was biochemically 
characterized using a recombinant protein, its effective inhibitors were developed as templates 
for antischistosomal drugs, and a biological role of the protease in modulation of host 








Schistosomóza je vážné parazitické onemocnění, které postihuje přes 200 milionů lidí 
v tropických a subtropických oblastech světa a představuje významný zdravotní i sociálně 
ekonomický problém (World Health Organization (2.6.2018); (Chitsulo et al. 2000; 
Steinmann et al. 2006). Schistosomóza je způsobena krevničkami rodu Schistosoma. 
K nákaze člověka dochází v kontaminovaném sladkovodním prostředí, kde se nacházejí 
infekční larvy cerkárie. Cerkárie aktivně pronikají skrz kůži a jako schistosomuly postupují do 
krevního řečiště definitivního hostitele. Dospělé krevničky žijí v cévní soustavě hostitele, kde 
dochází k produkci velkého počtu vajíček. Závažnost onemocnění závisí na délce trvání 
infekce, na intenzitě nákazy a na imunitním stavu infikovaného jedince. Hlavním patogenním 
agens onemocnění jsou vajíčka, která kolují v krevním řečišti a usazují se v různých tkáních, 
kde způsobují prudkou imunitní odezvu organismu spojenou s poškozením orgánů. 
Dostupnost léčby a potlačení nemoci stále není dostatečné a počet infikovaných lidí není 
trvale redukován (Chitsulo et al. 2000).  
Jediný účinný lék pro léčbu schistosomózy je chemoterapeutikum praziquantel, který 
se nepřetržitě používá již více než 30 let, proti schistosomóze v současnosti neexistuje žádná 
dostupná očkovací látka. Proto stále narůstá riziko vzniku rezistence a potřeba vývoje nových 
alternativních chemoterapeutik a vakcín (Caffrey 2007; Cioli et al. 2004).  
Proteolytické enzymy (proteasy) jsou nezbytné pro přežití krevniček v těle hostitele. Jsou 
zásadní pro invazi do hostitele, migraci, trávení, vývoj, reprodukci a pro modulování 
fyziologických funkcí a imunitní odpovědi hostitele. Proto jsou stále častěji studovány jako 
potenciální terapeutické cíle a vakcinační kandidáti. 
Tato disertační práce se zabývá proteasami parazita krevničky střevní, Schistosoma 
mansoni. Hlavním cílem je identifikace proteas kritických pro životaschopnost krevničky, 
jejichž blokování pomocí účinných inhibitorů či vakcín by bylo pro parazita letální. Tyto 
proteasy představují potenciální molekulární cíle pro léčbu schistosomózy.  
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1. Literární úvod a přehled dané problematiky  
 
1.1. Parazitické krevničky rodu Schistosoma 
Krevničky (schistosomy) jsou až 2 cm dlouzí parazité, patřící do kmene ploštěnců 
(Plathelmintes), třídy motolic (Trematoda) (Obr. 1A, str. 6). Jsou to gonochoristé odděleného 
pohlaví s výrazným pohlavním dimorfismem (Obr. 1B, str. 6), kteří parazitují v cévní 
soustavě obratlovců a způsobují onemocnění člověka a zvířat zvané schistosomóza. První 
krevničku (Schistosoma haematobium) popsal v roce 1851 v Káhiře německý internista 
Theodor Bilharz (odtud starší název bilharzie a bilharzióza (Schadewaldt 1962)). 
Z rodu Schistosoma člověka napadá druh Schisotosoma haematobium (krevnička 
močová, egyptská schistosomóza), Schistosoma mansoni (krevnička střevní, americká 
schistosomóza), Schistosoma japonicum (krevnička jaterní) a dále pak i méně známé 
Schistosoma intercalatum, Schistosoma mekongi nebo Schistosoma malayensis (Förstl et al. 
2003).  
 
A             Taxonomické zařazení                                    B        Schistosoma mansoni 
                Nadříše: Eukaryotae 
                Říše: Animalia 
                Podříše: Metazoa 
                Kmen: Platyhelminthes 
                Třída: Trematoda 
                Čeleď: Schistosomatidae 
                Rod: Schistosoma 




Obrázek 1: A) Taxonomické zařazení druhu S. mansoni (Muller 2002). B) Dospělé krevničky 
S. mansoni. Patrný je výrazný pohlavní dimorfismus, kdy menší samička je umístěna v canalis 
gyneacoforus na břišní straně samečka (vlastní zpracování). 
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1.1.1. Životní cyklus krevniček 
Životní cyklus krevniček (Obr. 2, str. 8) zahrnuje pohlavní generaci jedinců vyskytujících se 
v definitivním hostiteli (člověk) a generaci s nepohlavním rozmnožováním přítomnou 
v mezihostiteli (sladkovodní plž). K infekci člověka dochází při kontaktu lidské kůže 
s kontaminovanou vodou, ve které se nacházejí infekční larvy krevničky, cerkárie. Cerkárie 
má charakteristický rozdvojený ocásek (Mair et al. 2003), který při průniku kůží nebo sliznicí 
hostitele odpadá a larva se přeměňuje na další vývojové stádium zvané schistosomula neboli 
juvenilní schistosoma. Schistosomula proniká přes tkáně do žilního systému a dále je pasivně 
unášena krevním oběhem do plic, do srdce a do portální žíly, kde v průběhu času roste 
a dospívá. Po 3-4 týdnech se dospělci spárují a sameček přenáší samičku do cév mezenteria 
obklopujících střeva (S. mansoni a S. japonicum) nebo do cév urogenitálního traktu 
(S. haematobium), kde samička klade vajíčka. Množství vajíček závisí na druhu krevničky. 
U samičky druhu S. haematobium je denní produkce 20-200 vajíček, u S. mansoni více než 
300 a u S. japonicum až 3000 vajíček. Vajíčka pronikají skrz cévní stěny do močového 
měchýře, odkud jsou vyloučena močí (S. haematobium) nebo do střeva a následně jsou 
vyloučena stolicí (S. mansoni a S. japonicum). Značné množství vajíček se zachytí v tkáních, 
zejména játrech, kde vyvolávají zánět a jsou hlavním patogenním agens onemocnění. 
Pokud se vajíčka dostanou do sladké vody, vylíhnou se a uvolní se z nich pohyblivá 
obrvená larva zvaná miracidium. Miracidium vyhledává vhodného plže jako mezihostitele 
a penetruje do jeho tkání. Výběr plže je specifický pro jednotlivé druhy krevniček, pro 
S. haematobium je to rod Bulinus, pro S. mansoni různé druhy okružákovitých plžů rodu 
Biomphalaria a pro S. japonicum rod Oncomelania. Miracidium se ve tkáních plže mění 
v mateřskou sporocystu, která dává vzniknout dceřiným sporocystám. Ty migrují do trávicích 
žláz plže a nepohlavním rozmnožováním vznikají tisíce nových sporocyst, jež se po inkubační 
době mění na larvy cerkárie (Volf et al. 2007). Cerkárie opouštějí tělo vodního plže a pomocí 
pozitivní fototaxe směřují k hladině, kde je největší pravděpodobnost výskytu vhodného 
definitivního hostitele (Stirewalt and Dorsey 1974). Podnětem k trvalému přilnutí cerkárie 
S. mansoni ke kůži lidského hostitele jsou lipidové struktury ceramidy (Haas et al. 2008).  
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Obrázek 2: Životní cyklus krevničky střevní. Detailní popis cyklu je rozepsán v textu. 
Upraveno podle (Bogish et al. 2012). 
 
1.1.2. Onemocnění schistosomóza 
Schistosomóza (bilharzióza, schistosomiáza) je nemoc způsobená parazitickými krevničkami 
rodu Schistosoma. Nemocí je nakaženo přes 200 milionů lidí v 78 zemích světa a více než 750 
milionů lidí je ohroženo nákazou. Schistosomóza je po malárii druhé nejzávažnější parazitární 
onemocnění (Chitsulo et al. 2000). Onemocnění je rozšířené v tropických a subtropických 
oblastech Afriky, Asie a Jižní Ameriky, a to zejména v chudých částech bez přístupu 
k nezávadné vodě, potřebné jak pro fyziologické potřeby obyvatel, tak pro jejich každodenní 
aktivity. Schistosomóza se dle World Health Organization řadí mezi tzv. opomíjené tropické 
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nemoci („Neglected Tropical Diseases“), skupinu chronických infekcí způsobujících postižení 
a následně i zhoršení sociálně ekonomických podmínek, především v extrémně chudých 
venkovských oblastech nebo znevýhodněných městských populacích (Hotez et al. 2007; 
Hotez and Kamath 2009; Hotez and Fenwick 2009). Dostupnost léčby a potlačení nemoci 
stále není dostatečné a počet infikovaných lidí není trvale redukován (Chitsulo et al. 2000). 
Závažnost onemocnění závisí na délce trvání infekce, na intenzitě nákazy a na 
imunitním stavu infikovaného jedince. Hlavním patogenním agens jsou vajíčka schistosom, 
která se usazují v tkáních hostitele. Zde způsobují prudkou imunitní odezvu organismu 
spojenou s poškozením orgánů.  
Průběh nemoci se dělí na akutní a chronickou fázi. Akutní fáze zahrnuje období od 
penetrace cerkárie do vývoje v dospělé schistosomy a produkce vajíček. Onemocnění může 
zůstat i velmi dlouho bez jakýchkoli příznaků. V ojedinělých případech a při opakovaných 
infekcích se v místě proniknutí larvy do kůže může objevit vyrážka.  
Čtyři až šest týdnů po nákaze dochází k migraci larev parazitů do žil mezenteria. 
V této fázi dochází k produkování vajíček schistosom. Symptomy jako horečka, nevolnost, 
únava, bolest hlavy a svalů, eozinofilie, zvětšená játra a slezina jsou vyvolané imunitní 
odpovědí na antigeny produkované vajíčky. Akutní fáze nemoci se u jednotlivých nemocných 
projevuje v různé intenzitě a při zanedbání nebo absenci léčby jsou následky nemoci 
dlouhodobé. V chronické fázi dochází ke konstantnímu hromadění vajíček ve tkáních různých 
orgánů, nejčastěji jater a slinivky, kde vyvolávají zánětlivé imunitní reakce vedoucí k tvorbě 
granulomů. Opakované záněty vedou ke kalcifikaci orgánů a poškození jejich funkce (Roberts 
and Janovy 2006). 
 
1.1.3. Výskyt krevniček a patologie schistosomózy 
Nejběžnějšími druhy parazitujícími u člověka jsou krevnička močová (S. haematobium), 
krevnička střevní (S. mansoni) a krevnička jaterní (S. japonicum) (Volf, Horák, and kol. 
2007). 
S. haematobium se vyskytuje v Africe a na Středním východě. S. haematobium 
způsobuje tzv. egyptskou schistosomózu. Při infekci se vajíčka parazita usazují v močovém 
měchýři hostitele. Typickým projevem nemoci je přítomnost malého množství krve v moči. 
Sekundárními projevy infekce jsou zánětlivé změny hlavně v urogenitálních oblastech, kde 
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mohou být příčinou vzniku rakoviny (Volf et al. 2007). V závislosti na rozsahu infekce 
mohou být zasaženy játra, plíce a mícha hostitele. 
S. mansoni se vyskytuje v Africe, na Středním východě, na Karibských ostrovech, 
v Brazílii, Venezuele a Surinami. S. mansoni způsobuje tzv. střevní schistosomózu. Hlavními 
zasaženými orgány jsou tlusté střevo a játra, kde se následně zvyšuje pravděpodobnost 
nádorového onemocnění. Léze se objevují i v plicích a v míše. 
S. japonicum se vyskytuje v Číně, Indonésii a na Filipínách. S. japonicum je 
původcem jaterní schistosomózy. Po penetraci cerkárií nastává časná fáze infekce, jejíž 
projevy jsou eozinofilie, erytém a horečka Katayama. Tento druh schistosom způsobuje těžké 
chronické onemocnění s rozsáhlým poškozením jater, sleziny, střev a plic. Závažnou 
komplikací jsou léze kolem vajíček zanesených krevním řečištěm do mozku, tzv. cerebrální 
schistosomóza, která končí často smrtí (Volf et al. 2007). 
 
1.1.4. Diagnostika schistosomózy 
Diagnózu schistosomózy může potvrdit serologické vyšetření pomocí ELISA testu, který 
specificky detekuje schistosomální vaječný antigen (Němečková and Kolářová 2004). Vajíčka 
schistosom je možno prokázat mikroskopicky 4-6 týdnů po infekci v močovém sedimentu 
(S. haematobium) nebo v preparátu ze stolice (S. mansoni a S. japonicum).  
Patologické změny a ložiska orgánového postižení lze pozorovat klasickými 
diagnostickými zobrazovacími metodami (ultrazvuk, počítačový tomograf, nukleární 
magnetická rezonance). Jelikož schistosomóza je parazitární onemocnění, které není 
endemické v České republice, je pro správnou diagnostiku vedle klinického obrazu důležitá 
i cestovatelská anamnéza. 
 
1.1.5. Terapie schistosomózy 
Již více než 30 let je lékem první volby praziquantel (v ČR dostupný pod komerčním názvem 
Biltricide a Cesol) (SÚKL (3.6.2018)). Praziquantel vykazuje vysokou účinnost proti všem 
druhům i kmenům schistosomy a je dobře snášen s minimálními vedlejšími účinky. Při 
slabších nákazách stačí jediná dávka 40 mg/kg/den, při silnějších nákazách 60 mg/kg ve dvou 
dávkách během dne. Mechanismus účinku není dosud přesně známý, ale předpokládá se 
souvislost interakce praziquantelu s Ca2+ kanály krevniček (Jeziorski and Greenberg 2006), 
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což vede ke stahům svaloviny dospělých červů a jejich uvolnění od cévní stěny. Navíc 
dochází k poškození a vakuolizaci tegumentu, k expozici antigenů na povrch parazita 
a následnému rozpoznání imunitním systémem hostitele (Thetiot-Laurent et al. 2013; Harnett 
and Kusel 1986).  
Lék není vhodný u pacientů s portální hypertenzí, neboť se dostává nemetabolizovaný 
do centrální nervové soustavy a působí neuropsychické obtíže (Němečková and Kolářová 
2004). Léčebný účinek je u praziquantelu limitován malou účinností proti schistosomulám, 
proto nejlépe zabírá až po 5. týdnu infekce, kdy dojde k přeměně schistosomul na dospělce 
(Sabah et al. 1986). Praziquantel je doposud nejúspěšnější chemoterapeutikum pro léčbu 
schistosomózy. Jelikož se nepřetržitě používá již přes 30 let po celém světě, narůstají obavy 
z vývoje rezistence (Caffrey 2007; Caffrey 2015). Případy nízké citlivosti vůči praziquantelu 
již byly zaznamenány (Ismail et al. 1999; Melman et al. 2009; Cioli et al. 2004) 
a v laboratorních podmínkách na myších se rezistenci podařilo vyvolat (Fallon and Doenhoff 
1994).  
Dražší alternativou pro léčbu schistosomózy je oxamniquine (Taylor et al. 2015), který 
je však účinný pouze na druh S. mansoni. Lék se podává orálně a zabraňuje syntéze DNA 
a RNA u parazita. Ačkoliv je léčba efektivní, u léku byly zaznamenány případy rezistence 
(Cioli et al. 1993). V České republice není tento lék registrován (SÚKL (3.6.2018)). 
Proti schistosomóze v současnosti neexistuje žádná očkovací látka (McManus and 
Loukas 2008; Gryseels 2000). Dospělé krevničky přežívají v krevním řečišti člověka až 
30 let, a proto mají dobře vyvinuté strategie pro únik lidskému imunitnímu systému (Boros 
1989). Zatím nejúspěšnější kandidát na vakcínu pro urinární schistosomózu byla 
rekombinantní glutathion-S-transferasa (Sh28GST) (Bilhvax, Eurogenentech, Belgie). 
Vakcína prošla do třetí fáze klinických studií (Riveau et al. 2012), ovšem studie byla 
ukončena a výsledky nebyly zveřejněny (ClinicalTrials.gov (2.6.2018)). 
Dodnes používané léky pocházejí z výzkumných programů založených na testování 
různých látek bez znalosti cílových molekul nebo mechanismu působení dané látky (Caffrey 
2007). Pro zjišťování účinnosti nových potenciálních inhibitorů proti krevničkám se využívá 
metoda in vitro testování na živých schistosomulách uchovávaných v kultivačních médiích 
a následné vyhodnocování změny jejich fenotypu. Tato metoda je již částečně automatizovaná 
a umožňuje efektivní a plošné testování různých látek (Abdulla et al. 2009). 
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1.2. Proteolytické enzymy 
Proteolytické enzymy, zvané také peptidasy či proteasy, štěpí peptidové vazby bílkovin 
a peptidů. Tento proces se nazývá proteolýza. Předpokládá se, že proteasy se objevily již 
v raných fázích biologické evoluce, jelikož i ty nejprimitivnější organismy je využívají pro 
zpracování vnějších proteinových potravních zdrojů a pro štěpení vlastních bílkovin. 
Dostupné kompletní analýzy genomů ukazují, že 2 % všech genových produktů připadají na 
proteasy, což je řadí mezi největší funkční skupiny proteinů. 
Proteasy náleží v klasifikačním schématu enzymů do třídy hydrolas, využívají tedy 
molekulu vody k rozštěpení peptidové vazby. Podle nomenklatury proteasových substrátů se 
aminokyselinový zbytek substrátu účastnící se peptidové vazby svou karboxylovou skupinou 
označuje jako P1, aminokyselinový zbytek podílející se svou aminoskupinou se označuje P1’.  
Podle lokalizace štěpného místa se proteasy dělí na endopeptidasy, štěpící uvnitř 
polypeptidového řetězce a na exopeptidasy, štěpící z N-konce (aminopeptidasy) nebo C-konce 
peptidového řetězce (karboxypeptidasy). Dipeptidylpeptidasy odštěpují dipeptid z N-konce, 
peptidyldipeptidasy z C-konce.  
Podle katalytického mechanismu (katalytického aminokyselinového zbytku) 
rozdělujeme proteolytické enzymy na aspartátové, cysteinové, glutamátové, metaloproteasy, 
asparaginové, serinové, threoninové proteasy a proteasy s neznámým mechanismem 
(MEROPS (1.8.2018)). Podle databáze MEROPS jsou proteasy dále rozděleny do klanů 
a rodin. Klan obsahuje proteasy, které jsou si evolučně příbuzné a mají podobnou terciální 
strukturu. Klany jsou rozděleny na rodiny podle příbuznosti aminokyselinových sekvencí. 
 
1.2.1. Serinové proteasy  
Serinové proteasy obsahují jako katalytický zbytek v aktivním centru aminokyselinu serin. 
Vyskytují se převážně extracelulárně a preferují slabě alkalické prostředí. Serinové proteasy 
jsou nejlépe prostudovanou katalytickou třídou proteolytických enzymů.  
Při štěpení bílkovin využívají hydroxylu serinového zbytku k nukleofilnímu ataku 
peptidové vazby. Ke štěpení peptidové vazby dochází nejprve za vytvoření kovalentního 
acylenzymového meziproduktu, ve kterém karboxylová komponenta peptidového substrátu 
vytváří ester s hydroxylem katalytického serinu za současného odštěpení C-koncové části 
peptidu. Ve druhé fázi je pak tento intermediát hydrolyzován molekulou vody a dojde 
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k uvolnění N-koncového peptidu (Obr. 3, str. 13). Ze serinových proteas se disertační práce 
bude zabývat proteasami rodiny S1 a rodiny S9, z nich především prolyloligopeptidasou. 
 
Obrázek 3: Uspořádání aktivního místa serinových proteas. Katalytická triáda se skládá 
z aminokyselinových zbytků kyseliny asparagové, histidinu a serinu. Hydrolýzu peptidové 
vazby substrátu začíná nukleofilní atak hydroxylové skupiny serinu na karbonylovou skupinu 
štěpené peptidové vazby. Detaily jsou uvedeny v textu. Upraveno podle (Neitzel 2010). 
1.2.1.1. Serinové proteasy rodiny S1  
Rodina serinových proteas S1 patří do klanu PA a obsahuje proteasy zapojené do mnoha 
kruciálních procesů, ve kterých je vyžadována modifikace nebo degradace proteinů. Obecně 
se jedná o endopeptidasy nezbytné při lidském vývoji, fyziologii, trávení, pro přirozenou 
imunitu a invazi patogenů do organismu (Rawlings et al. 2016; Page and Di Cera 2008). 
Katalytická triáda, která je v sekvenci v pořadí His-Asp-Ser, charakterizuje všechny serinové 
proteasy z klanu PA (Page and Di Cera 2008). 
Proteasy rodiny S1 se syntetizují jako inaktivní prekurzory (zymogeny, proenzymy) 
obsahující N-koncovou prodoménu. Aktivace je řízena odštěpením prodomény, po kterém 
dochází ke konformační změně struktury a tvorbě aktivního enzymu (Rawlings et al. 2016). 
Délka prodomény na N-konci se významně liší od několika až po stovky aminokyselin. Tato 
prodoména obvykle po odštěpení zůstává vázána disulfidovým můstkem s katalytickou 
doménou a může obsahovat i jiné neproteolytické, často vazebné domény (Barett et al 2004). 
Na základě substrátové specificity v pozici P1 (Schechter 2005) lze hlavní typy aktivit 
proteas rodiny S1 rozdělit na (1) chymotrypsinovou s preferencí pro objemné hydrofobní 
aminokyselinové zbytky (Trp, Tyr, Phe), (2) elastasovou, preferující malé alifatické zbytky 
(Val, Leu, Ala) a (3) trypsinovou, upřednostňující bazické zbytky Arg nebo Lys (Barett et al 
2004; (Rawlings et al. 2016).  
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Obrázek 4: Prostorový strukturní model lidského trypsinu (PDB kód: 1H4W). Katalytická 
triáda trypsinu (His57, Asp102 a Ser195) je zobrazena růžově. 
 
Mezi biologicky významné serinové proteasy z chymotrypsinové rodiny S1 patří například 
trypsin (Obr. 4, str. 14), chymotrypsin, pankreatická elastasa, enteropeptidasa, katepsin G 
a myeloblastin. 
Konzervovaná struktura rodiny S1 (Obr. 4, str. 14) se skládá ze dvou protilehlých 
šestivláknových domén ß-barelů. Katalytická triáda His, Asp a Ser se nachází na hranici mezi 
β-barely. Vazebná podmísta rozhodující o substrátové specificitě proteas rodiny S1 mají 
stejnou strukturu, ale liší se charakteru S1 podmísta, které je určující pro vazbu substrátu 
v poloze P1. Záporně nabitý Asp189 ve spodku S1 vazebného podmísta trypsinu váže kladně 
nabité zbytky Arg a Lys v P1 pozici substrátu (trypsinový typ), zatímco nepolární Ser189 
v chymotrypsinu je zodpovědný za vazbu hydrofobních aminokyselin (chymotrypsinový typ). 
 
1.2.1.2. Serinové proteasy rodiny S9 
Rodina serinových proteas S9 patří do klanu SC, který je charakteristický katalytickou triádou 
v pořadí Ser-Asp-His v primární sekvenci (Szeltner et al. 2002). Dalšími obecnými rysy 
těchto proteas je α/β hydrolasový motiv katalytické domény, která se skládá z osmi vláken 
středově stočených β-listů obklopených na obou stranách osmi α-helixy, a schopnost štěpit 
substrát mezi aminokyselinovými zbytky Pro-Xaa (Xaa – jakákoliv aminokyselina). Proteasy 
rodiny S9 mají molární hmotnost okolo 75 kDa, což je přibližně třikrát víc než proteasy 
rodiny S1 (např. trypsin a subtilisin (25-30 kDa)) (MEROPS (1.8.2018)). Jsou to 
jednořetězcové multidoménové proteiny typicky složené z proteasové domény s katalytickými 
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zbytky na C-konci řetězce, jejichž aktivní místo je blokováno doménou cylindrického tvaru 
zvanou β-propeler lokalizovanou na N-konci řetězce (Obr. 5, str. 15). β-propeler se skládá ze 
sedmi nebo osmi opakujících se β-listů, z nichž každý je tvořen čtyřmi antiparalelními 
peptidovými řetězci. Listy jsou paprsčitě stočeny a vytvářejí ve svém středu tunel. β-propeler 
stericky blokuje přístup do aktivního místa enzymu a propouští substráty o velikosti menší 
než 3 kDa (Kiss et al. 2004). Rodina S9 zahrnuje prolyloligopeptidasy, oligopeptidasu B, 
dipeptidylpeptidasy IV, acylaminoacylpeptidasy a glutamylpeptidasy.  
1.2.1.3. Prolyloligopeptidasa (E.C.3.4.21.26) 
Prolyloligopeptidasa (POP) byla poprvé identifikována v roce 1971 v lidské děloze jako 
enzym štěpící oxytocin (Barrett et al. 1982). Dnes jsou popsány tři savčí typy POP – 
v cytoplazmě (Kato et al. 1980), séru (Dresdner et al. 1982) a v buněčných membránách 
(Gotoh et al. 1988). Ačkoliv je POP velmi dobře charakterizována strukturně 
i enzymologicky, její fyziologická funkce nebyla dosud vyřešena. Dostupné informace 
uvádějí, že POP se účastní mnoha biologických procesů při degradaci peptidových hormonů 
a neuropeptidů, které jsou úzce spojovány s poruchami paměti, depresemi (Maes et al. 1995) 
a Alzheimerovou chorobou (Toide et al. 1997), také se podílí na regulaci krevního tlaku 
(Welches et al. 1993). 
Lidská POP štěpí hormony obsahující prolin jako vasopresin a oxytocin (Garcia-
Horsman et al. 2007), neuropeptidy ovlivňující paměť a učení jako substanci P a thyrotropin 
(Blumberg et al. 1980; Yoshimoto et al. 1981) a další substráty jako bradykinin, angiotensin 
a endorfin (Wilk 1983). Enzymová aktivita POP byla také nalezena v krevní plazmě savců. 
Jedinou POP, schopnou degradovat proteinové substráty, je POP z parazita Trypanosoma 




Obrázek 5: Prostorový strukturní model lidské prolyloligopeptidasy (PDB kód: 3DDU). 
Aminokyselinové zbytky 73 – 427 tvoří tzv. „β–propeler“ doménu (modře), která stéricky 
blokuje přístup do aktivního místa, kde se nachází katalytická triáda (Ser, His, Asp) 
znázorněna růžově, proteasová doména tvořená aminokyselinovými zbytky 428 – 72 je 
znázorněna zeleně (Polgar 1992). 
 
Lidská POP (Obr. 5, str. 15) je tvořena 710 aminokyselinovými zbytky, má válcovitý tvar 
a jako zástupce rodiny S9 má charakteristickou α/β hydrolasovou doménu, která se nachází na 
C-konci proteinu a skládá se z motivu sekundárních struktur α/β/α (Fulop et al. 1998). 
Doména obsahuje katalytickou triádu (Ser, His, Asp) a je kovalentně připojená na β-propeler 
(Fulop et al. 1998). β–propeler je doména specifická pro POP, má charakteristickou strukturu 
ze 4 antiparalelních β – listů 7 x se opakujících. Listy jsou paprsčitě stočeny a vytvářejí 
v jejich středu tunel. β–propeler funguje jako brána ke katalytickému místu enzymu, která 
propouští substráty o velikosti maximálně 30 aminokyselinových zbytků (Fulop et al. 1998). 
Mnoho navržených inhibitorů POP je substrátovými analogy, které jsou 
charakteristické aminokyselinovým zbytkem prolinu v pozici P1. Karboxylová skupina 
prolinu je nahrazena za elektrofilní skupinu karbonitrilu, aldehydu nebo ketonu (Bal et al. 
2003). Inhibitory lidské POP jsou v současné době zkoumány jako léčiva u několika 
neurologických poruch, jako je deprese, Alzheimerova choroba a amnézie. Mnoho inhibitorů 
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POP je v předklinických a klinických studiích jako nová nootropika (Lawandi et al. 2010). 
POP je také potenciálním cílem pro léčbu celiakie, zánětlivého onemocnění tenkého střeva 
způsobené nestráveným lepkem, který je bohatý na prolin (Bastos et al. 2010). 
 
1.2.2. Cysteinové proteasy 
Cysteinové proteasy, nazvané podle katalytického zbytku cysteinu v aktivním centru 
(Obr. 6, str. 17), jsou přítomny zpravidla intracelulárně a vyžadují pro svou aktivitu kyselé 
prostředí. Jsou hojně zastoupené v různých typech živých organismů včetně člověka, 
antropotropních virů, bakterií a parazitů. Lidské cysteinové proteasy jsou uvnitř buněk 
v lyzozomech (katepsiny) i v cytoplazmě (kalpainy, kaspasy). V závislosti na sekvenční 
homologii lze cysteinové proteasy rozdělit do 91 rodin, kdy nejpočetnější a nejlépe popsanou 
je rodina C1, rodina papainu (MEROPS (1.8.2018)). Disertační práce se dále bude zabývat 
významnými zástupci rodiny papainu: katepsinem B a katepsinem C.  
 
Obrázek 6: Uspořádání aktivního místa cysteinových proteas. Katalytická dyáda se skládá 
z aminokyselinových zbytků cysteinu a histidinu. Thiolová skupina cysteinu je deprotonována 
a vytváří thiolátimidazolový iontový pár s histidinem. Hydrolýza peptidové vazby substrátu 
začíná nukleofilním atakem thiolové skupiny cysteinu na karbonyl štěpené peptidové vazby. 
Histidin stejně jako u serinových proteas slouží jako donor protonu. Upraveno podle (Neitzel 
2010). 
 
1.2.2.1. Cysteinové proteasy klanu CA, rodiny C1 (rodiny papainu) 
Proteasy rodiny papainu jsou syntetizované jako pre-pro-enzymy obsahující signální 
sekvenci, propeptid a zralý enzym. Signální sekvence zajišťuje transport biosyntetizovaného 
proteinu přes membránu endoplasmatického retikula a poté je odštěpena. Propeptid pomáhá 
při správném sbalování proteasy a podílí se na jejím řízeném transportu do lysozomů. Váže se 
do aktivního místa v molekule zymogenu v obrácené orientaci než substrát a zabraňuje tak 
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nežádoucí proteolytické aktivitě enzymu v době jeho transportu nebo skladování (Sajid 
a McKerrow, 2002). Strukturním znakem proteas rodiny papainu jsou levá (L) a pravá (P) 
doména, které jsou orientovány do písmene V. V L doméně převažují α-helixy, zatímco 
R doména je tvořena motivem β-barelu. Mezi nimi se nachází aktivní místo enzymu 
s katalytickými zbytky Cys a His (Obr. 7, str. 19) (Novinec and Lenarcic 2013). 
Významnou skupinou proteas rodiny C1 jsou cysteinové katepsiny. V savčím genomu 
bylo identifikováno 11 cysteinových katepsinů s mnoha rozličnými funkcemi v řadě 
biologických procesů. Účastní se proteolytické degradace lysozomálních proteinů, přestavby 
extracelulární matrix, zpracování hormonů a prezentace antigenů. V případě jejich nesprávně 
regulace se pak mohou uplatňovat v patologických procesech jako je ateroskleróza, 
revmatická artritida, osteoporóza a procesech spojených s rakovinným bujením (Novinec and 
Lenarcic 2013). 
Disertační práce se zabývá významnými zástupci klanu CA rodiny papainu: 
katepsinem C (dipeptidylaminopeptidasa I), který odštěpuje po dvou aminokyselinách z N-
konce substrátu a karboxypeptidasou katepsin B, která svou karboxydipeptidasovou aktivitu 
(odštěpuje po dvou aminokyselinách z C-konce substrátu) kombinuje s aktivitou 
endopeptidasovou (Jilkova et al. 2014).  
 
1.2.2.2. Katepsin B (EC. 3.4.22.1) 
Katepsin B (CatB) je lysozomální cysteinová proteasa rodiny C1 s endopeptidasovou 
a karboxypeptidasovou (peptidyldipeptidasovou) aktivitou, která odštěpuje dipeptidy z C-
konce proteinových a peptidových substrátů. Od ostatních katepsinů rodiny C1 se strukturně 
liší přítomností unikátní smyčky tzv. „occluding loop“, která se nachází v levé doméně 
enzymu (Musil et al. 1991) a ovlivňuje jeho substrátovou specificitu (Jilkova et al. 2014) 




Obrázek 7: Prostorový strukturní model lidského katepsinu B (PDB 1CSB) Katepsin B je 
zobrazen stužkovým modelem zeleně, „occluding loop“ je zobrazena modře, katalytické 
zbytky Cys a His mezi pravou a levou doménou jsou zvýrazněny růžově.  
 
CatB je syntetizován na drsném endoplasmatickém retikulu jako 339 aminokyselin dlouhý 
pre-pro-enzym složený ze signálního peptidu, propeptidu a zralého enzymu. Po transportu 
proteinu přes membránu endoplasmatického retikula je odštěpen signální peptid. Během 
transportu endoplasmatickým retikulem je prokatepsin B (43-46 kDa) glykosylován (vzniká 
oligosacharidový řetězec mannosového typu) a poté translokován do Golgiho aparátu 
a lysozomů. Zde dochází k aktivaci, při které je ze zymogenu autokatalyticky odštěpen 
propeptid. Zralý CatB je dále procesován na těžký (25-26 kDa) a lehký (5 kDa) řetězec, které 
jsou propojené dvěma disulfidovými můstky (Kirschke et al. 1995; Mort and Buttle 1997). 
Savčí CatB vykazují hydrolytickou aktivitu v slabě kyselém prostředí, pH optimum je 
mezi 5,0-6,0 (Barrett and Kirschke 1981; Kirschke, Barrett, and Rawlings 1995). Z hlediska 
hydrolytické aktivity, štěpí své substráty v endopeptidasovém i exopeptidasovém módu 
(Barrett and Kirschke 1981). Exopeptidasová aktivita je umožněna smyčkou “occluding 
loop”, která interaguje s aktivním místem a stericky blokuje vazbu substrátu za S2’ vazebným 
podmístem, čímž zaručuje peptidyldipeptidasovou aktivitu. Substrátová specifita je určena 
zejména S2 vazebným podmístem, kde stejně jako řada ostatních proteas rodiny papainu 
preferuje velké hydrofobní aminokyseliny (Cezari et al. 2002), ale na rozdíl od ostatních zde 
akceptuje i arginin (Hasnain et al. 1993). Specifickými ireversibilními inhibitory pro CatB 
jsou inhibitor CA074 (N-(L-3-transkarboxyoxiran-2-karbonyl)-L-isoleucyl-L-prolin) a jeho 
deriváty, vytvořené od neselektivního epoxidového inhibitoru cysteinových proteas E-64 
(Murata et al. 1991). 
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Hlavní funkcí CatB je lysozomální degradace proteinů. Další funkcí je proteolytická úprava 
jiných proteinů např. aktivace metaloproteas, urokinázy a katepsinu D. (Alapati et al. 2014; 
Vigneswaran et al. 2000). V nádorech je zvýšena exprese CatB, který je sekretován z buněk 
a má vliv na degradaci extracelulární matrix a invazi tumorů, buněčné signalizaci či na 
snižování exprese proteasových inhibitorů (Yang et al. 2016). CatB je také zapojen do 
procesů autofagie a katabolismu u maligních tumorů a také je pravděpodobně zapojen do 
procesů při specifické imunitní rezistenci (Fais 2007).  
1.2.2.3. Katepsin C (EC. 3.4.14.1) 
Katepsin C (CatC), také známý jako dipeptidylpeptidasa I je lysozomální cysteinová proteasa 
rodiny papainu. CatC vykazuje dipeptidylaminopeptidasovou aktivitu, odštěpuje tedy 
dipeptidy z N-konce proteinových a peptidových substrátů. Substrátová specificita je široká, 
odštěpuje dipeptidy s výjimkou případů, kdy je blokována aminoskupina N-konce, 
v sousedství štěpené vazby se nachází Pro zbytek nebo N-koncový aminokyselinový zbytek 
substrátu je Lys nebo Arg (McGuire et al. 1992). CatC je syntetizován jako jednořetězcový 
neaktivní zymogen. Obsahuje signální sekvenci, N-koncovou doplňkovou doménu 
(„exclusion domain“), aktivační peptid, těžký a lehký řetězec tvořící katalytickou doménu 
(Dolenc et al. 1995). Ta je z 30-40 % identická s dalšími proteasami rodiny papainu jako 
katepsin B, H, K, L a S (Kominami et al. 1992). Doplňková doména je však mezi proteasami 
rodiny papainu unikátní. 
Aktivace proenzymu lidského CatC začíná vyštěpením řetězce aktivačního peptidu, 
přičemž N-koncové doplňková doména zůstává součástí aktivního enzymu, který je dále 
fragmentován na lehký řetězec a těžký řetězec. Proteolytické aktivace CatC se účastní další 
proteasy, pravděpodobně cysteinové proteasy jako jsou katepsiny L a S (Dahl et al. 2001).  
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Obrázek 8: Prostorový strukturní model lidského katepsinu C (PDB 1K3B). Monomerní 
jednotka zralého lidského katepisnu C je tvořena katalytickou doménou papainového typu 
(zeleně), která se skládá z těžkého a lehkého řetězce, a doplňkové domény (červeně). 
Katalytické zbytky Cys a His jsou zvýrazněny růžově. 
 
Na rozdíl od ostatních členů rodiny papainu se CatC vyskytuje v oligomerní formě jako 
tetramer složený ze čtyř identických podjednotek. Každá podjednotka obsahuje doplňkovou 
doménu, těžký a lehký řetězec, které skládají katalytickou doménu papainového typu 
(Obr. 8, str. 21). Tvorba tetramerní struktury probíhá nejdříve vznikem dimerů ze dvou 
monomerních jednotek proenzymu, tyto dimerní podjednotky následně během aktivace 
dimerizují za vzniku tetrameru (Turk et al., 2001). Interakce dimer-dimer se účastní volný 
cysteinový zbytek Cys331 (Horn et al. 2002). 
Za exopeptidasovou aktivitu CatC odpovídá doplňková doména (Cigič et al. 2000). 
Doplňková doména představuje izolovanou strukturu, která je schopná sbalit se nezávisle na 
zbytku enzymu. Zaujímá strukturu β-soudku složeného z osmi antiparalelních β-listů, které 
jsou stočené kolem hydrofobního jádra (Turk et al. 2001). Objemná doplňková doména 
blokuje vazebné podmísto S3, čímž zabraňuje endopeptidasové aktivitě. Zároveň záporně 
nabitý N-terminální zbytek Asp1 míří do vazebného podmísta S2 a působí jako kotva pro 
kladně nabitý N-konec substrátu (Turk et al. 2001). Na každý monomer připadá jedno aktivní 
místo. Na rozdíl od řady jiných proteolytických komplexů (např. proteasomu) nemá CatC 
aktivní místa uvnitř struktury, ale vně (Dolenc et al. 1996).  
Hlavní funkcí CatC je lysozomální degradace proteinů (Turk et al., 2004). Další funkcí 
je aktivace proteinů, CatC se podílí na aktivaci elastasy a katepsinu G v neutrofilních buňkách 
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a chymasy a tryptasy v žírných buňkách. Tyto buňky hrají roli při mnoha zánětlivých 
onemocněních, jako je revmatoidní artritida, chronické obstrukční plicní onemocnění, 
zánětlivé střevní onemocnění, astma, sepse a cystická fibróza (Mallen-St Clair et al. 2004). 
1.2.3. Aspartátové proteasy 
Aspartátové proteasy jsou charakterizovány přítomností dvou katalytických zbytků kyseliny 
asparagové v aktivním místě enzymu. Peptidová vazba je štěpena přímo molekulou vody 
aktivovanou vazbou na katalytické aspartáty (Obr. 9, str. 22). Aspartátové proteasy katalyzují 
hydrolýzu peptidové vazby v mnoha biologických procesech, fungující v trávicím systému 
u obratlovců jako trávicí enzymy (pepsin), a jako enzymy řídící vylučování vody a iontů 
ledvinami (renin). Hlavními zástupci aspartátových proteas jsou katepsin D a katepsin E. Obě 
proteasy působí jako endopeptidasy s maximální aktivitou v kyselé oblasti pH 3,5 až 5,0 
(Horn et al. 2014).  
CatD je studován jako klíčová proteasa v mnoha patologických procesech jako je 
Alzheimerova choroba, ateroskleróza a rakovina (Benes et al. 2008). U parazitů, jako např. 
krevniček, klíšťat nebo zimniček se proteasy typu katepsin D účastní trávení krevních 
proteinů (Banerjee et al. 2002; Caffrey et al. 2005; Horn et al. 2009; Sojka et al. 2016). 
 
Obrázek 9: Uspořádání aktivního místa aspartátových proteas. Mechanismus aspartátových 
proteas je založen na acidobazické katalýze, které se účastní dva aspartátové zbytky, jeden 
aspartátový zbytek se chová jako kyselina a druhý jako báze. Důležitou roli hraje molekula 
vody, která se váže mezi tyto dva katalytické Asp zbytky. Hydrolýza peptidové vazby substrátu 
začíná nukleofilním atakem aktivované vody na karbonyl štěpené peptidové vazby. Upraveno 






Ze čtyř hlavních typů proteas jsou metaloproteasy nejrozmanitější proteasy, spadající do více 
než 50 rodin (MEROPS (1.8.2018)). Metaloproteasy využívají při štěpení peptidových vazeb 
substrátů koordinačního efektu kovového iontu, nejčastěji Zn2+ (Obr. 10, str. 23).  
Významným zástupcem jsou matrixové metalopeptidasy, extracelulární 
či membránové peptidasy zapojené především do degradace proteinů mezibuněčné hmoty – 
extracelulární matrix. Jejich aktivita se zvyšuje zejména v souvislosti s přestavbou nebo 
obnovou tkání, včetně expanze a diseminace nádorů.  
 
Obrázek 10: Uspořádání aktivního místa metaloproteas. Mechanismus metaloproteas je 
založen na přítomnosti deprotonovaného glutamátu a za účasti kovového iontu. Mezi bazický 
zbytek a iont kovu se váže molekula vody. Hydrolýza peptidové vazby substrátu začíná 




1.3. Proteasy krevničky střevní 
1.3.1. Proteasy v genomu S. mansoni 
Zmapování schistosomálního genomu přineslo obrovské množství dat o potenciálních 
biologických cílech pro vývoj léčiv proti schistosomóze. Jaderný genom krevničky střevní je 
tvořen 363 Mb a obsahuje 10852 genů kódujících proteiny (Protasio et al. 2012). Asi 3 % 
(335 sekvencí) genomu jsou sekvence proteolytických enzymů z pěti tříd proteas (aspartátové, 
cysteinové, serinové, threoninové a metaloproteasy). Procentuální zastoupení jednotlivých tříd 
je značně podobné jako v genomu člověka. Nejvýraznějším rozdílem je u krevničky menší 
zastoupení proteas rodiny S1 chymotrypsinu (16 u krevničky oproti 135 u člověka), které se 
u člověka podílí na vysoce komplexních a regulovaných proteolytických kaskádách jako je 
např. srážení krve (Rawlings et al. 2012). Oproti tomu má krevnička více členů metaloproteas 
rodiny M8 a M13 a cysteinových proteas rodiny C1. Rodina C1 proteas se účastní především 
trávení krevničky. V genomu bylo rovněž nalezeno 34 proteasových inhibitorů (Kunitz-type, 
serpiny, cystatiny, alfa-2-makroglobuliny a inhibitory apoptotických proteinů) (Berriman et 
al. 2009). 
 
1.3.2. Proteolytické systémy krevničky 
Proteasy krevniček jsou nezbytné enzymy jak pro larvální, tak pro dospělá stádia. Jsou 
zásadní pro mnohé z interakcí mezi parazitem a hostitelem, jako jsou invaze, migrace skrze 
tkáně, degradace proteinů nutných pro výživu, obrana před imunitní odpovědí hostitele 
a aktivace či modulace zánětlivých procesů (Kasny et al. 2009). U dospělých parazitů hrají 
roli především dva proteolytické systémy, které hrají klíčovou roli ve vztahu mezi parazitem 
a hostitelem. Jedná se o proteolytický systém lokalizovaný v trávicí soustavě zodpovědný za 
trávení pozřených krevních proteinů hostitele a proteolytický systém v povrchové části 
parazita hrající roli v interakci hostitele s parazitem. Charakterizované proteasy dospělých 








Tabulka 1: Charakterizované proteasy dospělých krevniček S. mansoni. a zařazení do rodin 
dle databáze Merops; b endo = endopeptidasová aktivita, exo = exopeptidasová aktivita; 
karboxy – karboxypeptidasa, amino – peptidasa 
 





Katepsin B1 SmCB1 Trávicí trakt 
endo/exo 
(karboxy) 
(Sajid et al. 2003)  
Katepsin B2 SmCB2 Tegument exo 
(Caffrey et al. 
2002) 






(Bogitsh et al. 
2001)  






(Michel et al. 
1995) 
Katepsin L3 SmCL3 Trávicí trakt endo 




SmCC Trávicí trakt exo (amino) 
(Hola-Jamriska et 
al. 2000)  
C2 
Kalpain 1 SmCalp1 Tegument endo (Wilson 2012) 
Kalpain 2 SmCalp2 Tegument endo 





SmAE Trávicí trakt endo 
(Caffrey et al. 
2000)  
S1  Serinová proteasa 1 SmSP1 Tegument endo 





SmDPPIV ES produkty exo (amino) 
(Dvorak and Horn 
2018) 
S9 Prolyloligopeptidasa SmPOP Tegument endo (Fajtová 2011) 
S28 
Dipeptidylaminopeptidasa 
II (dipeptidylpeptidasa 7) 
SmDPPII ES produkty exo (amino) Hall et al. 2011 
Prolylkarboxypeptidasa SmPCP ES produkty exo (karboxy) Hall et al. 2011 
A1 Katepsin D SmCD Trávicí trakt endo 
(Brindley et al. 
2001)  
M17 Leucylaminopeptidasa SmLAP Trávicí trakt exo (amino) 
(McCarthy et al. 
2004)  













1.3.3. Trávicí proteolytický systém krevniček 
Trávicí soustava krevničky (Obr. 11, str. 26) začíná ústním otvorem obklopeným silnou ústní 
přísavkou, následuje jícen (esofagus), v němž začíná samotné trávení lyzí erytrocytů z přijaté 
krve. Pokračuje párové střevo, které se spojuje asi v polovině délky červa a pokračuje jako 
jedna trubice. Uvolněný hemoglobin je degradován ve střevě kaskádou proteolytických 
enzymů (Obr. 12, str. 28). Trávicí trakt je slepý a nestrávené zbytky potravy jsou průběžně 
vyvrhovány zpět do krve hostitele (Gryseels et al. 2006). Pomocí dominantní břišní přísavky 
se krevnička pevně uchycuje na stěny cévy. 
Dospělý samec S. mansoni je schopen přijmout 39000 erytrocytů za hodinu, samička, 
která má větší energetické výdaje spojené s produkcí vajíček, může přijmout až desetinásobek 
erytrocytů za hodinu (Skelly et al. 2014).  
 
 
Obrázek 11: Morfologie dospělců S. mansoni. Červeně je vyznačen trávicí trakt u samce a 
samice dospělé krevničky. (Upraveno podle (Bogish et al. 2012).  
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1.3.3.1. Trávicí proteasy krevniček 
Erytrocyty jsou aktivně nasávány do jícnu parazita, kde začíná jejich rozklad. Přesný 
mechanismus degradace není přesně známý. Uvolněný hemoglobin se společně s dalšími 
krevními proteiny dostává do střeva, kde jsou degradovány kaskádou endopeptidas 
a exopeptidas, nejprve na oligopeptidy, a dále na dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny, které 
jsou následně využity parazitem (Obr. 12, str. 28). Ve střevě krevničky střevní byly pomocí 
biochemických a imunochemických metod identifikovány cysteinové proteasy: katepsin B1 
(SmCB1), katepsin L1 a L3 (SmCL1, SmCL3), katepsin C (SmCC), 
asparaginylendopeptidasa (SmAE), dále aspartátová proteasa katepsin D (SmCD) 
a metaloproteasa leucylaminopeptidasa (SmLAP) (Sajid et al. 2003; Hola-Jamriska et al. 
1999; Dvorak et al. 2009; Brindley et al. 2001; Caffrey et al. 2000; McCarthy et al. 2004; 
Caffrey et al. 2004; Delcroix et al. 2006). Při trávení krevních proteinů jednotlivé proteasy 
kooperují a plní specifické funkce v závislosti na typu proteolytické aktivity. SmCD, SmCL 
a SmAE působí jako endopeptidasy. SmCB1 vykazuje endopeptidasovou i exopeptidasovou 
aktivitu (Jilkova et al. 2014). SmCC a SmLAP patří mezi exopeptidasy (Delcroix et al. 2006). 
V exkrečních produktech gastrointestinálního traktu byla dále popsána 
prolylkarboxypeptidasa (SmPCP) a dipeptidylpeptidasa II (SmDPPII), které na rozdíl od 
ostatních proteas jsou schopné štěpit substráty za prolinem (Hall et al. 2011). Mezi proteasami 
dále existují vztahy na regulační úrovni, jako je role SmAE v aktivaci SmCB1. pH optimum 
trávicích proteas leží v kyselé oblasti, což bylo stanoveno pomocí syntetických peptidových 





Obrázek 12: Schéma degradace hemoglobinu trávicími enzymy krevničky střevní. 
Hemoglobin je postupně štěpen endopeptidasami na větší fragmenty, následně na menší 
fragmenty a oligopeptidy, ty jsou exopeptidasami nakonec štěpeny na dipeptidy a jednotlivé 
aminokyseliny, které krevnička využívá (Delcroix et al. 2006; Caffrey et al. 2004). Zároveň se 
z hemoglobinu uvolňuje prostetická skupina hem, který je pro krevničku toxický, a proto je 
konvertován na nerozpustný krystalický produkt hemozoin. Hemozoin se shromažďuje 
ve střevě krevničky a je průběžně vyvrhován zpět do krevního řečiště hostitele (Thetiot-





1.3.3.2. Katepsin B1 ze S. mansoni (SmCB1) 
SmCB1 je nejvíce zastoupená cysteinová proteasa ve střevě dospělé krevničky S. mansoni 
(Sajid et al. 2003). Pomocí imunologických a biochemických metod byl lokalizován v lumen 
střev a v buňkách gastrodermis vystýlající střevní dutinu (Sajid et al. 2003; Ruppel et al. 
1987; Chappell and Dresden 1986). Na SmCB1 je soustředěna značná pozornost, protože je 
považován za klíčovou proteasu v degradaci lidského hemoglobinu (Delcroix et al. 2006). 
SmCB1 je unikátní v tom, že vykazuje jak endopetidasovou, tak exopeptidasovou (konkrétně 
peptidyldipeptidasovou) aktivitu. Z hlediska transkripční analýzy je SmCB1 exprimován 
zejména dospělými krevničkami a larvami schistosomula (Jolly et al. 2007). SmCB1 vykazuje 
vysokou antigenní schopnost v infikovaných lidech a myších, a je proto potenciální 
serodiagnostický marker (Ruppel et al. 1985; Klinkert et al. 1991; Losada et al. 2005; 
Planchart et al. 2007). 
SmCB1 je syntetizován jako neaktivní proenzym, ve kterém N-koncový aktivační 
propeptid stericky blokuje aktivní centrum enzymu. SmCB1 se aktivuje odštěpením N-
koncového propeptidu dvěma cestami. Pomocí asparaginylendopeptidasy (Sajid et al. 2003) 
nebo autokatalyticky v přítomnosti záporně nabitých molekul sulfatovaných polysacharidů 
(heparin) (Jilkova et al. 2014). 
Potlačení exprese SmCB1 v dospělých parazitech S. mansoni pomocí RNAi 
experimentů vyvolalo u parazitů pokles schopnosti štěpit krevní proteiny a bylo docíleno 
zpomalení růstu krevniček (Delcroix et al. 2006; Correnti et al. 2005).  
Inhibitor vinylsulfonového typu K11777, navržený proti cruzainu, cysteinové protease 
rodiny papainu z parazita Trypanosoma cruzi způsobujícícho Chagasovu chorobu (McKerrow 
et al. 2009; McKerrow 2005), byl testován na myším modelu schistosomózy. Výsledky testu 
prokázaly, že opakované podávání tohoto inhibitoru myším infikovaným larvami S. mansoni 
snižuje patologické stavy způsobené parazitem. Byl redukován počet parazitů a jejich vajíček 
a následně i postižení jater a sleziny. Jako hlavní molekulární cíl inhibitoru K11777 byla 
identifikována proteasa SmCB1, a tím validována jako cílová molekula pro vývoj nových 
antischistozomálních léčiv (Abdulla et al. 2007). Další důkaz byl prokázán pomocí sady 
inhibitorů odvozených od struktury K11777, které byly testovány in vitro jako inhibitory 
rekombinantního SmCB1 a ex vivo na živých schistosomulách v médiu. Výsledky testů 
prokázaly korelaci inhibičních parametrů a mortality vyvolané u živých parazitů (Jilkova et al. 
2011). 
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1.3.3.3. Katepsin C ze S. mansoni (SmCC) 
SmCC je cysteinová proteasa, která byla identifikována v gastrodermis dospělých krevniček 
S. mansoni (Bogitsh and Dresden 1983). Předpokládá se, že SmCC se účastní zejména 
poslední fáze rozkladu krevních proteinů, kdy odštěpuje dipeptidy z peptidových fragmentů 
substrátu (Delcroix et al. 2006). Aktivita SmCC z dospělých jedinců S. mansoni má pH 
optimum při pH 5,5, přičemž samice krevniček rodu Schistosoma mají vyšší specifickou 
aktivitu než samci, což je v souladu s intenzivní trávicí proteolýzou u samic (Hola-Jamriska et 
al. 1999). 
Porovnání sekvence krysího, lidského, myšího, hovězího, psího a dvou 
schistosomálních katepsinů C prokázalo, že enzym je velmi homologní (Hola-Jamriska et al. 
1998). SmCC na rozdíl od lidského a hovězího katepsinu C neobsahuje cysteinový zbytek 
C331, o kterém se předpokládá, že napomáhá tvořit tetramerní strukturu enzymu (Horn et al. 
2002). SmCC nebyl dosud detailně prozkoumán z biochemického a strukturního hlediska.  
 
1.3.4. Tegument krevniček  
Úspěšnost schistosom jako patogenů je částečně zapříčiněna díky jedinečné a komplementární 
rovnováze mezi aktivním získáváním živin prostřednictvím trávicího traktu a zároveň přes 
povrch těla, tzv. tegument. Jako tegument u krevničky označujeme několik µm tenkou 
syncytiální vrstvu buněk, která pokrývá celé tělo parazita a odděluje tak jeho vnitřní 
prostřední od vnějšího (Obr. 13, str. 31). Vnější vrstva tegumentu obsahuje dvě těsně 
přiléhající lipidové dvojvrstvy (McLaren and Hockley 1977), které zajišťují ochranu před 
hostitelským imunitním systémem. Tegument je také nezbytný pro výživu z hostitelské krve 
(Skelly et al. 1994; Skelly and Wilson 2006; Dalton et al. 2004). Vstřebávání přes tegument je 
převládající cesta absorpce glukózy pro získávání ATP u obou pohlaví. Je pozoruhodné, že 
samice krevničky požívají méně glukózy, ale konzumují větší množství aminokyselin 
(proteinů) než samci. Předpokládá se, že pro získávání ATP samice využívají syntézu 
z uhlíkové kostry aminokyselin. Tato hypotéza ještě nebyla ověřena, ale požadované 
transaminasy a aminotransferasy nutné k této přeměně jsou zakódovány v genomu 
schistosom.  
Tegument také obsahuje akvaporiny, integrální membránové proteiny umožňující 
řízený transport vody. Akvaporiny jsou nezbytné pro vylučování (Kloetzel and Lewert 1966) 
a osmoregulaci parazita (Skelly et al. 2014). V tegumentu se nachází dotykové senzory 
(Gobert et al. 2003; Jones et al. 2004) a molekulární receptory pro monitorování hladin 
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hostitelských hormonů, jako je například inzulin hostitele (Dissous et al. 2006). 
V mezenterických žilách se parazit dokáže maskovat před imunitním systémem pomocí 





Obrázek 13: Schéma tegumentu (povrchu) dospělé krevničky. Vlastní povrch parazita tvoří 
bezjaderná vrstva, z níž do nitra těla vybíhají tenké cytoplasmatické spoje. Ty jsou lemovány 
mikrotubuly a prostupují vrstvami lamina basalis a podpovrchové svaloviny, a napojují se na 
části syncytia obsahující jádro, tzv. subtegumentální buňky. Na povrchu je přítomný 
glykokalyx a samotný povrch je zvětšen výběžky mikrotuberkulů a mikroklků. Tegument je 
metabolicky velmi aktivní a slouží nejen k trávení a přenosu živin (např. sacharidů či 
mastných kyselin), ale i k ochraně parazita před vnějším prostředím, včetně složek imunitního 
systému hostitele (Volf et al. 2007). 
 
1.3.4.1. Tegumentální proteasy krevniček 
Proteomická analýza tegumentu identifikovala řadu unikátních a biologicky důležitých 
proteinů, jakožto nových potenciálních terapeutických cílů pro vývoj vakcín (Loukas, Tran, 
and Pearson 2007). Proteasy krevničky lokalizované v tegumentu jsou obecně méně 
prozkoumané a jedná se zejména o proteasy serinové a cysteinové. V tegumentu byly 
identifikovány cysteinové proteasy kalpain 1, kalpain 2, katepsin B2, katepsin L1/F a serinová 
proteasa 1. Jejich přesná funkce není známa. 
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Katepsin B2 (SmCB2) byl lokalizován v tegumentu a parenchymu dospělců. Předpokládá se, 
že SmCB2 se může podílet na zpracování tegumentálních proteinů, odbourávání 
endocytovaných proteinů a procesech spojených s obranou parazita před imunitním systémem 
hostitele (Caffrey et al. 2002).  
Tegumentální cysteinové proteasy kalpain 1 a 2 (SmCalp1, SmCalp2) dokáží štěpit 
kininogen a fibronektin a tím pravděpodobně ovlivňují vasodilataci cév hostitele, brání 
srážení krve a vznik zánětu in vivo (Wang et al. 2018). SmCalp1 je testován jako vakcinační 
kandidát (pod názvem Sm-p80) (Jamieson 2016). 
Schistosomální katepsin L1 (SmCL1) známý také pod názvem katepsin F (SmCF) 
(Brady et al. 1999) byl nalezen v gastrodermis parazita a imunolokalizován v subtegumentální 
oblasti. Předpokládá se, že SmCL1 štěpí imunoglobuliny a tím se účastní obrany před 
imunitním systémem hostitele (Bogitsh et al. 2001). 
Serinová proteasa 1 (SmSP1) byla detekována v exkrečně-sekrečních produktech 
schistosomul a na povrchu samčího tegumentu (Cocude et al. 1999). SmSP1 je proteasa 
kalikreinového typu, podobně jako SmCalp1 a SmCalp2 procesuje kininogen na bradykinin 
a tím reguluje vaskulární funkce hostitele. 
 
 33 
2. Cíle práce 
 
Disertační práce se zabývá proteolytickými enzymy z krevničky střevní (Schistosoma 
mansoni), která způsobuje závažné parazitární onemocnění schistosomózu. Proteasy 
krevniček jsou důležité pro všechna stádia parazita žijící v lidském hostiteli. Hrají roli 
v interakci mezi parazitem a hostitelem, jako jsou invaze do těla hostitele, migrace tkáněmi, 
trávení proteinů, potlačení imunity a modulace homeostázy hostitele. 
První část disertační práce se zabývá studiem interakcí krevničky s lidským hostitelem. 
Těchto interakcí se významně účastí exkrečně sekreční (ES) produkty parazita. Cílem 
výzkumu je analyzovat složení proteolytického systému sekretovaného parazitem S. mansoni. 
Jednotlivé dílčí cíle jsou následující: 
1. Příprava ES produktů vývojových stádií krevničky střevní žijících v lidském hostiteli. 
2. Mapování hlavních typů proteolytických aktivit v ES produktech pomocí moderních 
funkčně-proteomických metod a jejich klasifikace. 
3. Bioinformatická analýza a analýza exprese hlavních proteas v ES produktech. 
Druhá část disertační práce se věnuje vyhledání a funkční charakterizaci proteas jako 
molekulárních cílů pro vývoj antischistosomálních léčiv a identifikaci jejich účinných 
inhibitorů představujících potenciální léčiva proti schisostosomóze. 
Jednotlivé dílčí cíle jsou následující: 
1. Identifikace povrchových a trávicích proteas parazita jako cílových molekul pomocí 
chemicko-genomického přístupu. 
2. In vitro analýza účinnosti inhibitorů v kinetickém testu s rekombinantními proteasami. 




3. Materiál a metodika 
 
Tato kapitola podává obecný přehled o základní metodice, vybavení a použitém materiálu, 
detailní informace jsou uvedeny v jednotlivých přiložených publikacích. Metody 
z nepublikovaných výsledků (kapitola 4.3.2.) jsou podrobně rozepsány.  
3.1. Materiál a laboratorní vybavení 
Disertační práce vznikla s využitím vybavení a přístrojů v laboratořích Ústavu organické 
chemie a biochemie AV ČR, v.v.i. a ve spolupráci s domácími i zahraničními výzkumnými 
institucemi. 
Vývojová stádia krevničky střevní poskytla University of Califonia, San Franciso (US), 
University of California, San Diego (US) a 1. lékařská fakulta Univerzity Karlovy. Laboratoře 
udržují životní cyklus parazita Schistosoma mansoni (Puerto Rico).  
Sady inhibitorů poskytli M. Bogyo - Stanford University School of Medicine (US); A. 
Renslo, W. Roush – University of California San Francisco (US); M. Gütschow - Universität 
Bonn (Německo); W. Gerwick – Scripps, San Diego (US); P. Majer a M. Hradilek – ÚOCHB 
AV ČR. 
Knihovny substrátů poskytl A. O´Donoghue – University of California San Diego (US) 
Králičí polyklonální protilátky proti SmPOP připravila a poskytla Moravian Biotechnology, 
ČR. 
3.2. Metodika 
V disertační práci byly využity tyto základní metody:  
Metody molekulární biologie 
Klonování do plasmidu pET101/D-TOPO. Transformace do buněk E. coli, rekombinantní 
exprese v buňkách E. coli. 
Biochemické metody 
Elektroforetická separace proteinů pomocí SDS-PAGE a detekce proteinů na membráně 
metodou Western blot, immunodetekce na blotu, chromatografická purifikace proteinů 
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pomocí FPLC, separace peptidů pomocí RP-HPLC, analýza fragmentace proteinů a peptidů 
proteasami metodami hmotnostní spektrometrie a N-koncové sekvenování. 
Enzymologické metody 
Měření aktivity enzymů pomocí syntetických fluorogenních a FRET substrátů, stanovení 
kinetických parametrů pro inhibitory (IC50). Určení substrátové specificity proteas 
multiplexovou metodou. 
Biologické metody 
Test ex vivo účinnosti inhibitorů na schistosomulách či dospělcích S. mansoni v kultivačním 
médiu a vyhodnocování indukovaných změn fenotypů, sběr exkrečně-sekrečních (ES) 
produktů vývojových stádií krevničky.  
Příprava rekombinantního SmCC 
Pro produkci SmCC byl využit rekombinantní systém L. tarentolae (Jena Bioscience), který 
zaručuje správné sbalení a správné posttranslační modifikace proteinu. Úsek obsahující gen 
pro SmCC byl amplifikován metodou PCR ze schistosomální cDNA pomocí Phusion High-
Fidelity DNA Polymerasy a přímého (tcggtcgacGCTGATACTCCTGCTAACTGTACTTA) 
a reverzního (aaggctagctAACACCGGATCAAAACGTACA) priméru s restrikčními místy 
pro endodukleasy SalI a NheI (podtrženo). Amplifikovaný úsek DNA byl vložen do plasmidu 
pLEXSY-sat2 ve čtecím rámci s N-terminální signální sekvenci LmSAP1, která zaručuje 
exprimování proteinu do média, a s histidinovou kotvu na C-konci. Konstrukt, jehož sekvence 
byla ověřena DNA sekvenováním, byl do prvoka L. tarentolae trasformován elektroporací 
podle firemního návodu. SmCC byl produkován kultivací L. tarentolae 48 h za třepání 
120 rpm při 26 °C a purifikován z expresního média odsolením na koloně Sephadex G-25 
(objem 470 ml, průměr 3,2 cm, výška 60 cm; GE Healthcare Life Sciences) ekvilibrované 
20 mM Tris-HCl pH 7,0 a purifikací pomocí Ni2+ chelatační chromatografie (kolona Hi-Trap 
IMAC FF, GE Healthcare Life Sciences) za nativních podmínek v 50 mM fosfátovém pufru + 
300 mM NaCl, pH 7,4. Navázaný SmCC byl eluován gradientem 250 mM imidazolem 





4.1. Přehled výstupů disertační práce 
Výsledky této disertační práce jsou shrnuty celkem ve čtyřech publikovaných pracích 
a ve dvou rukopisech připravovaných k podání do impaktovaného časopisu. Disertační práce 
obsahuje také data, která doposud nebyla publikována. Publikace na sebe volně navazují 
a vzájemně se doplňují. V této části je předložen seznam publikací a pro každou z nich je zde 
uveden podíl studenta na dané práci.  
 
Seznam publikací 
Publikace č. 1: Excretion/secretion products from Schistosoma mansoni adults, eggs and 
schistosomula have unique peptidase specificity profiles. 
Dvořák, J., Fajtová, P., Ulrychová, L., Leontovyč, A., Rojo-Arreola, L., Suzuki, B. M., 
Horn, M., Mareš, M., Craik, C. S., Caffrey, C. R., and O'Donoghue, A. J. (2016); Biochimie 
122, 99-109  
Publikace se věnuje identifikaci a charakterizaci proteolytických aktivit v ES produktech 
vývojových stádií krevničky. 
Můj podíl na práci spočíval v kultivaci vývojových stádií krevničky střevní žijících 
v lidském hostiteli a v přípravě jejich ES produktů. Dále jsem v těchto produktech 
analyzovala aktivity proteas pomocí kinetického testu s  FRET substráty a multiplexové 
metody s MS detekcí. 
 
Publikace č. 2: Trypsin- and chymotrypsin-like serine proteases in Schistosoma mansoni 
– ‘The undiscovered country’ 
Horn, M., Fajtová, P., Arreola, L. R., Ulrychová, L., Bartošová-Sojková, P., Franta, Z., 
Protasio, A. V., Opavský, D., Vondrášek, J., McKerrow, J.H., Mareš, M., Caffrey, C.R., and 
Dvořák J. (2014); PLoS Negl. Trop. Dis. 8. e2766  
Publikace je věnována identifikaci, anotaci, expresní analýze a charakterizaci aktivit 
serinových proteas rodiny S1 parazita S. mansoni. 
Můj podíl na práci byla příprava ES produktů a proteinových homogenátů, dospělých 
parazitů, schistosomul a vajec S. mansoni, ve kterých byly analyzovány enzymové aktivity 
serinových proteas rodiny S1 pomocí sady fluorogenních substrátů. 
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Publikace č. 3: SmSP2: A serine protease secreted by the blood fluke pathogen 
Schistosoma mansoni with anti-hemostatic properties 
Leontovyč A., Ulrychová L., O'Donoghue A. J., Vondrášek J., Marešová L., Hubálek M., 
Fajtová P., Chanová M., Jiang Z., Craik C. S., Caffrey C. R., Mareš M., Dvořák J., Horn M. 
(2018); PLoS Negl. Trop. Dis., 12, e0006446  
Publikace se věnuje podrobné biochemické funkční charakterizaci serinové proteasy 
z parazita S. mansoni (SmSP2). 
Můj podíl na práci bylo určení substrátové specificity rekombinantní SmSP2 pomocí 
multiplexové metody a porovnání se substrátovou specificitou lidského trypsinu. 
 
Publikace č. 4: Prolyl oligopeptidase from the blood fluke Schistosoma mansoni: from 
functional analysis to anti-schistosomal inhibitors 
Fajtová, P., Stefanic, S., Hradilek, M., Dvořák, J., Vondrášek, J., Jílková, A., McKerrow, 
J.H., Caffrey, C.R., Mareš, M., and Horn, M. (2015); PLoS Negl. Trop. Dis., 9, e0003827  
Publikace se věnuje biochemické charakterizaci prolyloligopeptidasy SmPOP ze S. mansoni, 
navržení její biologické role a vývoji a testování SmPOP inhibitorů.  
Můj podíl na práci zahrnoval: rekombinantní expresi a purifikaci SmPOP; určení 
substrátové a inhibiční specificity SmPOP, analýzu degradace proteinových substrátů, 
peptidových hormonů a neuropeptidů; určení inhibičních konstant IC50 pro sadu komerčních 
a navržených inhibitorů, ex vivo testování vlivu inhibitorů na parazitické krevničky 
a vyhodnocování změny fenotypu parazita, přípravu manuskriptu. 
 
Seznam připravovaných manuskriptů 
Připravovaný rukopis č. 1: Functional and binding mode analyses of potent vinyl 
sulfone inhibitors identify druggable hot spots in schistosomiasis Cathepsin B1 target 
Jílková, A., Rubešová, P., Fanfrlík, J., Fajtová, P., Řezáčová, P., Brynda, J., Lepšík, M., 
Horn, M., Caffrey, C.R., and Mareš, M. (in preparation 2018) ACS Infec. Dis. 
Publikace se věnuje profilování sady vinylsulfonových inhibitorů SmCB1 a analýze jejich 
vazebného módu pomocí krystalových struktur a kvantově-chemických výpočtů. 
Můj podíl na práci spočíval v analýze sady vinylsulfonových inhibitorů pomocí 
ex vivo experimentů na parazitických krevničkách a vyhodnocení indukovaných změn 
fenotypu tohoto parazita. 
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Připravovaný rukopis č. 2: Schistosoma mansoni cathepsin C (SmCC): SAR analysis of 
TFPAMK-inhibitors and their anti-schistosomal activity 
Fajtová, P., Horn, M., Jílková, A., Oupicová, I., Illichová, H., Deu, E., O’Donoghue, A. J., 
Caffrey, C.R., Bogyo, M., Mareš, M. (in preparation 2018) PLoS Negl. Trop. Dis. 
Připravovaná publikace se věnuje biochemické charakterizaci katepsinu C ze S. mansoni 
(SmCC) a testování SmCC inhibitorů. 
Můj podíl na práci spočíval v rekombinantní expresi a purifikaci SmCC, ex vivo 
testování vlivu inhibitorů SmCC na parazitické krevničky a vyhodnocování změny fenotypu 
parazita. 
 
4.2. Mapování proteolytických aktivit sekretovaných krevničkou při interakci s 
lidským hostitelem 
 
4.2.1. Identifikace tříd proteas v exkrečně-sekrečních produktech 
jednotlivých vývojových stadií schistosom žijících v lidském hostiteli  
Dosavadní výzkum proteas krevniček se soustředil na anotaci jejich sekvencí jako součást 
globálních genomových (Berriman et al. 2009; Andrade et al. 2011; Tsai et al. 2010; Young et 
al. 2012) nebo transkriptomických studií (Verjovski-Almeida et al. 2003), proteomickou 
identifikaci proteas v extraktech vývojových stádií či jejich exkrečně-sekrečních (ES) 
produktech (Braschi et al. 2006) a na funkční charakterizaci jednotlivých proteas (Dvorak et 
al. 2009; Caffrey et al. 2002; Sajid et al. 2003). Proteomické analýzy ukazují, že ES produkty 
obsahují celou řadu molekul, včetně proteas, které hrají nezastupitelnou roli při interakci 
parazita s hostitelem (McKerrow et al. 2006). Komplexní analýza proteas v ES produktech 
zahrnující i testování jejich enzymatických aktivit doposud nebyla provedena.  
Publiklace č. 1 se věnuje mapování a klasifikaci proteolytických aktivit v ES 
produktech klíčových vývojových stádií Schistosoma mansoni, parazitujících v lidském těle. 
K tomuto účelu byly sebrány a analyzovány ES produkty (1) pomocí kinetického testu 
s  FRET („Förster resonance energy transfer“) substráty a (2) multiplexovou substrátovou 
knihovnou s MS detekcí (tzv. multiplexová metoda). Do sekvence FRET substrátů je 
integrována donorová skupina fluoroforu a skupina akceptoru s absorbčním spektrem 
překrývajícím emisní spektrum donoru. Fluorescence intaktní molekuly je slabá, rozštěpením 
peptidové vazby mezi skupinou donoru a akceptoru se intenzita fluorescence zvyšuje. Každý 
 39 
FRET substrát se skládal ze 7- nebo 8-merního peptidu ohraničeného 2,4-dinitrofenyl-L-
lysinem na C-konci (akceptor) a 7-methoxykumarin-4-octovou kyselinou nebo 7-
methoxykumarin-4-ylacetyl-L-lysinem (donor) na N-konci.  
Multiplexová metoda je metoda ke stanovení časově závislého profilu substrátové 
specificity analyzovaných proteas (O'Donoghue et al. 2012). Jedná se o kombinaci řízené 
enzymové reakce s LC-MS/MS detekcí. Základem je knihovna 124 oligopeptidů 
o 14 aminokyselinách sloužící jako substráty pro analyzované proteasy. Fragmentační místa 
jsou identifikována metodou LC-MS/MS a výsledná data zobrazující substrátovou specificitu 
v pozicích P4-P4‘ jsou vizualizována pomocí ICE-log.  
Pro klasifikaci proteasových aktivit byly tyto metody použity v kombinaci se 
specifickými inhibitory různých tříd proteas: E-64 pro cysteinové proteasy, AEBSF pro 
serinové proteasy a 1, 10 – phenantrolin inhibitor pro metaloproteasy. Tento postup umožnil 
určit zastoupení jednotlivých tříd proteas v ES produktech v  vývojových stádiích krevničky 
vyskytujících se v lidském hostiteli a popsat celkovou substrátovou specifitu proteasových 
aktivit v pozicích P4-P4’ (Obr. 14, str. 41).  
Každé vývojové stádium S. mansoni produkovalo odlišnou sadu aktivních proteas. 
Výsledky ukazují, že proteasy sekretované schistosomulami výrazně upřednostňovaly 
degradaci substrátů na C-konci aminokyselinových zbytků Arg nebo Lys (v P1 vazebné 
pozici) (obrázek 14A, str. 41). V pozici P2 byl nejčastěji preferován aminokyselinový zbytek 
Gln a v podmístě P1’ Ser nebo Arg. Ostatní pozice nevykazovaly výraznou specificitu. To 
naznačuje přítomnost jedné hlavní proteasy v ES produktech schistosomul.  
Na rozdíl od schistosomul byla mnohem větší promiskuita štěpení u ES produktů 
dospělců a vajec, projevující se variabilní a ne příliš výraznou substrátovou specificitou 
v různých pozicích. To naznačuje, že zde dochází k sekreci několika různých typů enzymů. 
Proteasy v ES produktech dospělců přednostně štěpily aminokyselinové zbytky Arg nebo Trp 
v pozici P1 a preferovaly Ser nebo Arg na P1’. V ostatních pozicích byla velká variabilita 
preferovaných aminokyslin. Podobně u proteas v ES produktech vajec je výrazná specificita 
vidět jen v pozici P1, kde jsou upřednostňovány aminokyselinové zbytky Arg a Gln v P1’ pro 
Arg (Obr. 14A, str. 41). 
 
Dále byla testována sada FRET substrátů (Obr. 14B, str. 41) pro určení optimálního substrátu 
k další analýze aktivit a určení převažujících tříd proteas pro jednotlivá stádia v testu se 
specifickými inhbitory. Jako optimální substrát pro všechna stádia byl identifikován substrát 
tQASSRS (t = tert-butyl glycin). Výsledky ukazují, ze v ES produktech schistosomul 
 40 
převažují serinové proteasy. V kombinaci s výsledky substrátové specificity (Obr. 14A, 
str. 41) to naznačuje, že se jedná o jedinou serinovou proteasu s trypsinovou aktivitou 
(tj. štěpcí. za Arg, Lys). Naproti tomu jak v ES produktech dospělců tak ES produktech vajec 
jsou za fyziologických podmínek zastoupeny tři hlavní třídy proteas – serinové, cysteinové 
a metaloproteasy. U dospělé krevničky převažují metaloproteasy a serinové proteasy, u vajec 
je výrazná aktivita serinových a cysteinových proteas, které jsou aktivní v neutrálním pH.  
 
4.2.2. Identifikace a analýza serinových proteas rodiny S1 
Vzhledem k tomu že v ES produktech všech vývojových stádií byla nalezena výrazná aktivita 
serinových proteas (Publikace č. 1), byla publikace č. 2 věnována identifikaci, anotaci, 
expresní analýze a charakterizaci aktivit těchto sekretovaných serinových proteas. Podle 
databáze MEROPS (1.8.2018), je nejvýznamnější rodinou serinových proteas (SP) rodina S1 
rodina chymotrypsinu. Podle substrátové specificity lze hlavní typy proteolytických aktivit 
rodiny S1 rozdělit na (1) aktivitu chymotrypsinového typu, která v pozici P1 preferuje 
hydrofobní aminokyseliny, (2) elastasového typu, která v pozici P1 preferuje malé alifatické 
aminokyseliny a (3) trypsinového typu, kde jsou v pozici P1 preferovány bazické 
aminokyseliny.  
Enzymové aktivity serinových proteas (SP) rodiny S1 v proteinových homogenátech 
dospělých parazitů, schistosomul a vajec S. mansoni byly mapovány v kinetickém testu 
pomocí dvou sad peptidových fluorogenních substrátů (Obr. 15, str. 42). První sada 
obsahovala substráty obecně používané k stanovení trypsinové aktivity s bazickými 
aminokyselinami (Arg, Lys) v pozici P1, druhá sada obsahovala hydrofobní aminokyseliny 
(Phe, Tyr) nebo alifatické aminokyseliny (Val, Leu, Met) v pozici P1, obecně se substráty této 
sady používají k měření chymotrypsinové nebo elastasové aktivity (Harris et al. 2000). 
Substráty se dále lišily v prodloužení do pozic P2, P3 a N-terminální blokovací skupinou. 
Aktivity byly měřeny v kinetickém testu v přítomnosti inhibitorů E-64 a EDTA pro potlačení 
enzymových aktivit cysteinových proteas a metaloproteas. Příslušnost naměřených aktivit 
k proteasové rodině S1 byla dále ověřena jejich citlivostí k malým molekulárním inhibitorům, 




Obrázek 14: Analýza proteolytických aktivit v exkrečně-sekrečních produktech vývojových 
stádií krevničky žijících v lidském hostiteli. A) ICE loga znázorňují substrátovou specificitu 
v pozicích P4-P4’ sekretovaných proteas S. mansoni určenou metodou multiplex. ES produkty 
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schistosomul (modrá), dospělců (červená) a vajec (zelená). ICE logo je grafickým 
znázorněním míry shodných sekvencí aminokyselin v pozicích substrátu. Relativní velikost 
písmen udává jejich četnost zastoupení vůči celkovému počtu štěpených substrátů; n je počet 
štěpených peptidů. B) Stanovení aktivity proteas se sadou FRET substrátů. Aminokyseliny 
jsou popsány v jednopísmenném kódu (t = tert-butyl glycin). C) Určení tříd proteas 
v ES produktech vývojových stádií pomocí specifických inhibitorů. Aktivita proteas 
v ES produktech byla měřena v kinetickém testu se substrátem tQASSRS. E-64: inhibitor 
cysteinových proteas, AEBSF: inhibitor serinových proteas, 1,10-Ph (1, 10 – phenantrolin): 
inhibitor metaloproteas, DMSO kontrolní vzorek bez inhibitorů. 
 
 
Obrázek 15: Profilování enzymových aktivit serinových proteas v proteinových homogenátech 
vývojových stadií S. mansoni (dospělci, schistosomuly a vejce). Šedě jsou zvýrazněny 
substrátové pozice P2 a P1. Aktivita SP byla měřena v kinetickém fluorescenčním testu 
v přítomnosti uvedených substrátů, které jsou specifické pro proteasy trypsinového, 
chymotrypsinového a elastasového typu. SP aktivity (sensitivní na inhibitory serinových 
proteas PMSF a AEBSF) byly vyjádřeny v relativních fluorescenčních jednotkách za sekundu 
(RFU/s) a normalizovány na koncentraci proteinu v jednotlivých extraktech. Barevné 
kódování pro hodnoty naměřené aktivity ukazuje panel na straně obrázku. Data jsou 
vyjádřena pomocí teplotní mapy. (Z – Benzyloxykarbonyl, Bz – Benzoyl, AMC – 
aminomethylcoumarin, Boc – t-Butyloxykarbonyl, Suc – Sukcinyl, MeOSuc - 3-
Methoxysucinyl). 
 
Výsledky ukázaly, že v homogenátech všech analyzovaných stádií S. mansoni převažují 
aktivity serinových proteas trypsinového typu. Substráty chymotrypsinového a elastasového 
typu byly štěpeny jen u schistosomul a velmi slabě u dospělců (Obr. 16, str. 43). Výrazná 
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enzymová aktivita byla pro všechna stádia nalezena pro substrát Boc-L-R-R-AMC 
(Obr. 16, str. 43), který byl dále využit k detekci aktivit serinových proteas v ES produktech 
dospělců, schistosomul a vajec S. mansoni. Tato analýza prokázala, že SP jsou krevničkou 
sekretovány a mohou ovlivňovat interakce s hostitelem.  
Bioinformatickou analýzou genomu S. mansoni metodou BLASTp za použití sekvence 
hovězího trypsinu jako templátu bylo identifikováno pět odlišných proteas rodiny S1 
nazvaných SmSP1-SmSP5. Tyto proteasy shodně obsahují katalytickou proteasovou doménu 
na C-konci řetězce, ale mají rozdílnou doménovou strukturou na N-konci řetězce. Pomocí 
RT-qPCR (Obr. 16, str. 43) byla stanovena míra exprese jejich mRNA v jednotlivých 
vývojových stádiích. Výsledky analýzy ukázaly, že SmSP1-5 jsou v různé míře zastoupeny ve 
všech vývojových stádiích S. mansoni parazitujících v lidském hostiteli. U schistosomul, 
dospělců a vajec je nejvíce exprimována SmSP2. Ostatní SmSP byly detekovány v největší 
míře u vajec. 
 
 
Obrázek 16: Míra exprese mRNA SmSP1-SmSP5 analyzovaná RT-qPCR v různých 
vývojových stádiích S. mansoni. mRNA úrovně exprese jsou zobrazeny jako procenta genové 
exprese ve srovnání se schistosomální cytochromoxidasou I (SmCOX I)) v zjednodušených 
koláčových grafech. 
4.2.3. Biochemická charakterizace S. mansoni serinové proteasy 2 
(SmSP2) 
Publikace č. 3 se věnuje podrobné funkčně biochemické charakterizaci SmSP2 nejvíce 
exprimované protease krevničky z rodiny S1. SmSP2 byla popsána jako multidoménový 
enzym s katalytickou proteasovou doménou trypsinového typu, která je vázána disulfidem 
s N-koncovou oblastí podílející se na interakcích protein-protein. SmSP2 byla 
imunolokalizovaná na povrchu (tzv. tegumentu) dospělých krevniček, odkud je sekretována 
do prostředí a pravděpodobně se účastní mnoha biologických procesů na rozhraní hostitel-
parazit. SmSP2 štěpí pouze vybrané proteiny hostitele, vyštěpuje vazodilatační peptid 
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bradikinin z prekurzoru kininogenu, fragmentuje fibrinonektin, aktivuje plasminogen na 
plasmin, naproti tomu hemoglobin a albumin, dva hlavní komponenty krve hostitele, které 
slouží k výživě krevničky, neštěpí. To naznačuje roli SmSP2 nikoliv v trávení, ale v modulaci 
hemostázy hostitele.  
 
Obrázek 17: Substrátová specificita SmSP2, lidského plasmového kalikreinu a hovězího 
trypsinu. Specificita ve vazebných pozicích P4-P4’ byla určena pomocí multiplexové metody 
s MS detekcí. A) Výsledná substrátová specificita je zobrazena pomocí ICE loga. 
Aminokyseliny, které byly nejvíce zastoupeny v dané pozici, jsou zobrazeny nad osou, zatímco 
aminokyseliny, které byly zastoupené minimálně, jsou zobrazeny pod osou. B) Prostorová 
distribuce míst štěpení v rámci 14-merního peptidového skeletu. C) Vennův diagram ukazující 
počet unikátních a společných fragmentačních míst pro SmSP2, kalikrein a trypsin. 
 
Podle charakteru vazebného podmísta S1 byla SmSP2 klasifikována jako proteasa 
trypsinového typu. To bylo potvrzeno analýzou substrátové specificity pomocí multiplexové 
knihovny s MS detekcí. Z výsledků vyplývá, že SmSP2 má striktní substrátovou specificitu 
trypsinového typu pro bazické aminokyseliny Arg a Lys v P1 pozici. V pozici P1’ preferuje 
Ser a v P2’ aminokyselinové zbytky Ala a Gly. V porovnání s hovězím trypsinem a lidským 
plasmovým kalikreinem (Obr. 17A, str. 44) byl celkový profil štěpení SmSP2 podobný 
s 28 shodnými fragmentačními místy. Nicméně u trypsinu bylo identifikováno 26 jedinečných 
štěpů ve srovnání s 11 místy unikátními pro SmSP2 nebo kalikrein (Obr. 17C, str. 44). 
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Fragmentační místa identifikovaná pro SmSP2 nebyla nalezena na N- nebo C-konci peptidů, 
což potvrzuje, že SmSP2 patří mezi endopeptidasy (Obr. 17B, str. 44). 
 
4.3. Identifikace a funkční charakterizace proteas krevničky jako molekulárních 
cílů pro vývoj antischistosomálních léčiv 
 
4.3.1. Chemická genomika jako nástroj pro identifikace molekulárních cílů 
mezi protasami krevničky  
Druhá část disertační práce se zabývala vyhledáním sady proteas S. mansoni nezbytných pro 
životaschopnost tohoto parazita, které představují molekulární cíle pro vývoj inhibitorů jako 
potenciálních antischistosomálních léčiv. K tomuto účelu byla využita chemická genomika, 
která používá ke studiu biologických procesů malé molekuly schopné modulovat funkce 
různých genových produktů (nejčastěji proteinů, ale také např. DNA nebo RNA). Zaměřuje se 
na hledání selektivních molekul ovlivňujících vybraný protein. Takto získaný selektivní 
nástroj je pak využit ke studiu funkce daného genového produktu – sledování vlivu této látky 
na fenotyp.  
K identifikaci a validaci proteas S. mansoni jako molekulárních cílů byly testovány 
sady inhibitorů z vlastních nebo komerčních zdrojů a inhibitory poskytnuté spolupracujícími 
institucemi: M. Bogyo (Stanford University School of Medicine, US); A. Renslo, W. Roush 
(University of California San Francisco, US); M. Gütschow (RFW Universität Bonn, 
Německo); W. Gerwick (Scripps, San Diego, US); P. Majer a M. Hradilek (ÚOCHB AV ČR). 
Pro podrobnou studii byla použita kombinace následujících tří přístupů: 
 
a) Biologické ex vivo testy na parazitických krevničkách v kultivačním médiu 
Biotestem na schistosomulách či dospělcích krevničky v kultivačním médiu bylo sledováno, 
zda má inhibitor danou biologickou aktivitu a byla určena míra této aktivity (ohodnocená 
podle závažnosti účinku stupněm 0-4, přičemž stupeň 0 odpovídal parazitům kultivovaných 
bez inhibitoru a stupněm 4 byl popsán nejzávažnější efekt). Inhibitory byly aplikovány na 
parazity ve 3 koncentracích (v rozmezí 0,1-10 µM) a vyhodnocování indukovaných změn 




Obrázek 18: Příklady nejčastěji získaných fenotypů schistosomul indukovaných inhibitorem 
proteas a jejich označení. Fenotypy vznikají v závislosti na čase a koncentraci inhibitorů 
a byly klasifikovány do stupňů následujícím způsobem: stupeň 1 – alespoň jeden z  fenotypů 
„dark“ (tmavý), „round = R“ (všichni stejného tvaru), „slow = S“ (pasivní) nebo 
„overactive = O“ (agilní); stupeň 2 – současně dva fenotypy stupně 1; stupeň 3 – současně tři 
fenotypy stupně 1; stupeň 4 – „degenerated = Deg“ (nestrukturovaný tvar parazita, 
popraskané vakuoly), „dead = D“ (neživý); stupeň 0 odpovídá parazitům kultivovaným bez 
inhibitoru (Kontrola). 
 
b) In vitro testování inhibice rekombinantní proteasy 
Pro srovnání inhibičních parametrů byly jednotlivé inhibitory testovány v kinetickém 
aktivitním testu s příslušným rekombinantním enzymem či aktivitou proteasy v homogenátu 
krevničky a odpovídajícím fluorogenním substrátem. Míra inhibice byla vyjádřena hodnotou 
IC50, která byla vypočtena nelineální regresí ze závislosti zbytkové aktivity na koncentraci 
inhibitoru pomocí programu Grafit (Erithacus Software). 
 
c) Ověření suprese daného cíle  
Schistosomuly či dospělé krevničky byly po kultivaci s inhibitorem sebrány, propláchnuty 
kultivačním médiem a homogenizovány. Enzymová aktivita studovaného cílového enzymu 
byla měřena v kinetickém testu se specifickým substrátem a porovnána vzhledem k aktivitě 
v homogenátu připraveném z parazitů neošetřených inhibitorem. Kromě cílové proteasy byly 
v homogenátech sledovány i aktivity dalších proteas ke zjištění míry jejich potlačení. 
 
Připravovaný rukopis č. 1 se zabývá vývojem vinylsulfonových inhibitorů trávicí proteasy 
katepsinu B1 S. mansoni (SmCB1). Obsahuje ukázku chemicko-genomického přístupu 
a vyhodnocení indukovaných změn fenotypu u schistosomul (Tab. 2, str. 47-48). Účinnost 
inhibitorů byla testována in vitro s rekombinantním SmCB1 a ex vivo na parazitických 
krevničkách. 
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Tabulka 2: Vinylsulfonové inhibitory SmCB1 a jejich antischistosomální účinek. Inhibice 
SmCB1 byla určena pomocí kinetického aktivitního měření s rekombinantním SmCB1 
a fluorogenním substrátem Z-Phe-Arg-AMC. V biologickém testu na živých schistosomulách 
v kultivačním médiu byly popsány fenotypy vyvolané vinylsulfonovými inhibitory 
(aplikovanými v koncentračním rozmezí 1 a 10 µM), které se strukturně lišily v pozici 
P3 (struktura inhibitorů není uvedena z důvodu ochrany duševního vlastnictví). Výsledné 
fenotypy pozorované ve dvou časových bodech byly hodnoceny podle závažnosti účinku 
v rozmezí 0-4, přičemž stupeň 0 odpovídá fenotypu parazitů kultivovaných bez inhibitoru 
a stupněm 4 byl popsán nejzávažnější efekt. Pro názornost jsou v tabulce uvedeny indukované 
fenotypy (Obr. 18, str. 46) a jejich výsledné skóre; n.i. – žádná inhibice. 
Název Inhibice Indukované fenotypy 
Stupeň závažnosti 
fenotypu 
inhibitoru SmCB1 10 µM 1 µM 10 µM 1 µM 
 IC50 (nM) 1 d 2 d 1 d 2 d 1 d 2 d 1 d 2 d 
CB1-1 0.24 ± 0.03     0 0 0 0 
CB1-2  0.61 ± 0.05  Deg   0 4 0 0 
CB1-3 1.50 ± 0.13 Deg Deg   4 4 0 0 
CB1-4 2.55 ± 0.20 Deg Deg   4 4 0 0 
CB1-5 6.00 ± 0.89 S R, S, Deg S R, S, Dark 1 3 1 3 
CB1-6 7.50 ± 0.58  Deg, R, S  Deg 0 4 0 4 
CB1-7 13.2 ± 1.3 S Dark, R  Dark 1 2 0 1 
CB1-8 39.2 ± 2.2     0 0 0 0 
CB1-9 44.6 ± 6.1  R, S, Dark  R, S, Dark 0 3 0 3 
CB1-10 50.1 ± 4.9  Dark  R, S 0 1 0 2 
CB1-11 72.1 ± 9.1 Deg Deg   4 4 0 0 
CB1-12 93.7 ± 7.3 R, O, Dark R, O, Dark   3 3 0 0 
CB1-13 119 ± 16     0 0 0 0 
CB1-14 155 ± 19 S O R Dark 1 1 1 1 
CB1-15 186 ± 19  R R, S Dark 0 1 2 1 
CB1-16 202 ± 25  R, Dark  Dark 0 2 0 1 
CB1-17 212 ± 10  R, S S  0 2 1 0 
CB1-18 425 ± 46  Dark  Dark 0 1 0 1 
CB1-19 477 ± 43 R    1 0 0 0 
CB1-20 541 ± 76  Deg S R 0 4 1 1 
CB1-21 665 ± 98 R    1 0 0 0 
CB1-22 629 ± 57 R, O, Dark R, O, Dark   3 3 0 0 
CB1-23 1126 ± 120 R R, Dark   1 2 0 0 
CB1-24 1253 ± 173 R, O, Dark R, O, Dark   3 3 0 0 
CB1-25 3449 ± 346  R, Dark   0 2 0 0 
CB1-26 6252 ± 262  R, Dark   0 2 0 0 
CB1-27 9517 ± 607 R R   1 1 0 0 
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Název Inhibice  Indukované fenotypy 
Stupeň závažnosti 
fenotypu 
inhibitoru SmCB1 10 µM 1 µM 10 µM 1 µM 
 IC50 (nM) 1 d 2 d 1 d 2 d 1 d 2 d 1 d 2 d 
CB1-28 9990 ± 280  Deg   0 4 0 0 
CB1-29 104 – 105 R, S, Dark Deg R, S R, S, Dark 3 4 2 3 
CB1-30 104 – 105 R, S R   2 1 0 0 
CB1-31 104 – 105 R    1 0 0 0 
CB1-32 n.i.  R, S  Dark 0 2 0 1 
CB1-33 n.i. S  S  1 0 1 0 
CB1-34 n.i.  Dark   0 1 0 0 
 
V rámci disertační práce bylo k identifikaci a validaci proteas S. mansoni jakožto 
molekulárních cílů testováno celkem 240 inhibitorů proteas (Tab. 3, str. 48-50). Inhibitory 
byly vybrány z knihoven chemických látek navržených pro inhibici lidských enzymů. 
Testované inhibitory byly specifické pro různé třídy a typy proteas. Cílem mojí práce bylo 
provézt komplexní genomický test se získanými inhibitory na živých schistosomulách, určit 
hlavní proteasy nezbytné pro přežití parazita a určit typy inhibitorů, které by mohly sloužit 
pro další vývoj inhibitorů k léčbě schistosomózy. 
Jako proteasy kritické pro životaschopnost schistosomul a tím i potenciální 
molekulové cíle byly identifikovány trávicí proteasy: katepsiny B1, katepsin L, katepsin C 
a katepsin D a tegumentální proteasy prolyloligopeptidasa. Mírný fenotypový efekt byl 
sledován u dipeptidylpeptidasy IV a žádný u testovaných inhibitorů legumainu, metaloproteas 
a serinových proteas rodiny S1. 
 
Tabulka 3: Přehled hlavních skupin inhibitorů testovaných chemickou genomikou. Rodina – 
zařazení proteas dle databáze MEROPS; Počet – počet testovaných inhibitorů; Účinnost = 
A: alespoň jeden ze skupiny inhibitorů se stejnou obecnou strukturou byl účinný v ex vivo 
testech (vykazoval změnu fenotypu); účinnost = N: žádný inhibitor se stejnou obecnou 
strukturou nebyl účinný v ex vivo (nevykazoval změnu fenotypu). 
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Rodina Proteasa Reaktivní skupina Obecná struktura Mechanismus Počet Účinnost 
Serinové proteasy 
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4.3.2. Katepsin C ze S. mansoni (SmCC) 
Připravovaný rukopis č. 2 se zabývá charakterizací katepsin C ze S. mansoni (SmCC). 
Sekvence SmCC (Smp_019030) byla identifikována v databázi genomu S. mansoni 
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(Berriman et al. 2009; Protasio et al. 2012) analýzou programem BLASTp za použití 
sekvence lidského katepsinu C jako templátu. Teoretická molární hmotnost SmCC je 49 kDa 
a jeho sekvence obsahuje 455 aminokyselin. SmCC je z  44 % homologní s lidským 
katepsinem C (Obr. 19, str. 51) a patří do rodiny C1 cysteinových proteas. Pomocí programu 
SignalP byla predikována signální sekvence o délce 20 aminokyselinových zbytků 
(Obr. 19, str. 51). Dle homologie se sekvencí lidského katepsinu C, SmCC obsahuje N-
terminální doplňkovou doménu a C-terminální katalytickou doménu obsahující katalytické 
zbytky Cys248 a His382. Mezi doplňkovou a katalytickou doménou se v sekvenci nachází 
aktivační peptid. 
 
Obrázek 19: Porovnání sekvence SmCC a lidského katepsinu C (HsCC) (databáze Uniprot, 
kód: P53634). Signální sekvence byla predikována programem SignalP a je označena hnědou 
kurzívou, cysteinové zbytky tvořící disulfidový můstek jsou označeny stejnou barvou, modře je 
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podtržená doplňková doména, červeně je podtržen aktivační peptid a aktivní cystein je 
znázorněn červenou hvězdičkou. N-konec aktivačního peptidu SmCC byl určen pro 
rekombinantní SmCC (viz kapitola 4.3.2.1.).  
4.3.2.1. Příprava rekombinantního SmCC  
Rekombinantní SmCC byl produkován expresí v prvokovi L. tarentolae dle firemního 
manuálu (Jena Bioscience) (1.9.2016). Tento expresní systém zaručuje správné sbalení 
a posttranslační modifikace proteinu. Úsek cDNA odpovídající zymogenu SmCC byl vložen 
do plasmidu pLEXSY-sat2 pro konstitutivní expresi ve čtecím rámci na N-konci se signální 
sekvencí LmSAP1, která zajišťuje sekreci rekombinantního produktu do média, 
a s histidinovou kotvou na C-konci, umožňující purifikaci pomocí chelatační chromatografie. 
Časový průběh exprese byl analyzován ve vzorcích kultivačního média pomocí SDS-
PAGE (Obr. 20A, str. 53). Teoretická molekulová hmotnost vypočtená ze sekvence proenzymu 
(zymogenu) SmCC je 50 kDa. Produkt o této molekulové hmotnosti je viditelný na SDS-PAGE 
již po jednom dni kultivace. Rekombinantní zymogen byl purifikován z expresního media po 
48 h kultivace pomocí kombinace gelové a Ni2+ afinitní chelatační chromatografie. Preparát 
SmCC po purifikaci byl analyzován pomocí SDS-PAGE (Obr. 20B, str. 53) a detekcí na 
imunoblotu se specifickými protilátkami proti histidinové kotvě (Obr. 20B, str. 53). Purifikací byl 
získán preparát SmCC obsahující nejen proenzym (pás o molekulární hmotnosti 50 kDa), ale také 
pásy o nižší molární hmotnosti (37 kDa, 15 kDa a 13 kDa) představující fragmenty SmCC. Tyto 
pásy byly analyzovány pomocí hmotnostní spektrometrie a N-koncovým sekvenováním. Analýza 
potvrdila, že pás o molární hmotnosti 50 kDa je proenzym SmCC. Pásy fragmentů SmCC 
představují SmCC bez doplňkové domény (pás B na obrázku 20B (str. 53) s N-terminální 
sekvencí SKSFG-) a pásy doplňkové domény (pás C a D na obrázku 20B s N-term. sekvencí 
DTPAN-). Pásy A a B byly detekovány také pomocí protilátky proti histidinové kotvě, která 
je umístěna na C-konci SmCC.  
U purifikovaného SmCC preparátu byla změřena aktivita pomocí kinetického aktivitního testu 
se specifickým substrátem pro katepsin C (Gly-Arg-AMC) a stanoven pH profil 





Obrázek 20: A) Časový průběh exprese SmCC v expresním systému L. tarentolae při 26°C. 
Označený pás o 50 kDa odpovídá molekulové hmotnosti proenzymu SmCC. B) SDS 
elektroforéza a western blot přečištěného SmCC po gelové a afinintní chromatografii. Pásy 
A-D byly analyzovány pomocí hmotnostní spektrometrie, N-koncového sekvenování a anti-
histagových protilátek. C) pH profil rekombinantní proteasy SmCC. Aktivita byla měřena v 
kinetickém testu s fluorogenním substrátem Gly-Arg-AMC. Zobrazeny jsou střední hodnoty 
vyjádřené v procentech. Směrodatná odchylka byla stanovena z měření v triplikátech. 
 
Z výsledků vyplývá, že se podařilo produkovat a purifikovat preparát obsahující směs 
intaktního proenzymu SmCC a proenzymu fragmentovaného pravděpodobně proteolytickým 
aparátem proteolytickým systémem L. tarentolae již v expresním médiu mezi doplňkovou 
doménou a aktivačním peptidem v pozici Gly144-S145 (Obr. 19, str. 51). Tento preparát 
SmCC je v malé míře aktivní. Pro další práci je nicméně nutné nalézt optimální aktivační 
protokol proenzymu SmCC za účelem získání dostatečného množství enzymu pro následné 
krystalizační pokusy. 
4.3.2.2. TFPAMK inhibitory SmCC a jejich antischistosomální účinek 
Inhibiční profil SmCC byl analyzován promocí tetrafluorofenoxyarylmethylketonových 
(TFPAMK) inhibitorů, které byly navrženy pro inhibici dipeptidyl peptidas z parazita 
Plasmodia falcipari (Li et al. 2012) a které poskytla laboratoř Dr. Bogya (Stanford 
University, USA). Nejúčinnější v testu s aktivitou SmCC v homogenátu dospělců byly 
inhibitory ML4118 a ML4118S (úplná inhibice při 10 nM koncentraci testovaného inhibitoru) 
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(Tab. 4, str. 54). Účinnost panelu inhibitorů byla dále testována na schistosomulách 
S. mansoni v kultivačním médiu a byly vyhodnoceny indukované změny fenotypů 
(Tab. 4, str. 54).  
 
Tabulka 4: Inhibice aktivity SmCC a antischistosomální účinek syntetických TFPAMK 
inhibitorů. Inhibice SmCC byla určena pomocí kinetického aktivitního testu s homogenátem 
dospělých S. mansoni a fluorogením substrátem Gly-Arg-AMC. V biologickém testu na živých 
schistosomulách byly popsány fenotypy vyvolané TFPAMK inhibitory (obecná kostra 
zobrazena v tabulce, jednotlivé ligandy v pozici R nejsou uvedeny) aplikovanými v 1, 5 a 10 
µM koncentraci. Výsledné fenotypy pozorované ve třech časových bodech byly skórovány 
podle závažnosti účinku v rozmezí 0-4, přičemž stupeň 0 odpovídá fenotypu parazitů 





 Stupeň závažnosti fenotypu 
Inhibice SmCC (%) 10 µM 5 µM 1 µM 
1000 nM 100 nM 10 nM 1 d 2 d 3 d 1 d 2 d 3 d 1 d 2 d 3 d 
ML4057 45 3 0          
ML4066 40 3 4          
ML4046A 92 43 0 4 4 4 4 4 4 1 3 4 
ML4046B 8 0 0 4 4 4 0 0 0 0 0 0 
ML4053 0 0 0 0 0 0    0 0 0 
ML4068 71 13 0 1 4 4 0 0 0 0 0 1 
HN3019 95 62 11 3 4 4    0 3 4 
ML4161 95 68 17 0 2 4    0 3 4 
ML4123 96 67 18    2 2 2 1 2 4 
ML4118 99 97 92 3 4 4    0 3 3 
ML4118S 100 100 100 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
ML4118R 95 66 26 1 4 4 0 0 1 0 3 2 
ML4162 0 0 0 0 0 0    0 0 0 
ML4163 9 0 0          
ML4154 52 4 0          
ML5004 0 0 0 2 4 4 2 4 4 0 1 0 
ML6076 3 0 0 0 4 4 0 0 1 0 0 1 
ML4091 85 41 2 0 0 4    0 2 2 
ML4101 0 0 0          
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Z výsledků vyplývá, že nejúčinnější inhibitory vykazovaly nejsilnější fenotypový efekt již 
v 1 µM koncentraci. Jako nejefektivnější byl identifikován inhibitor ML4118S, který byl 
velmi účinný v testech ex vivo i in vitro. Tento inhibitor bude podroben další analýze jakožto 
perspektivní templát pro vývoj nových antischistosomálních léčiv. 
 
4.3.3. Prolyloligopeptidasa ze S. mansoni (SmPOP) 
Publikace č. 4 se věnuje funkční biochemické charakterizaci SmPOP. Sekvence SmPOP 
(Smp_213240) byla identifikována v databázi genomu S. mansoni (Berriman et al. 2009; 
Protasio et al. 2012) analýzou programem BLASTp za použití sekvence lidské 
prolyloligopeptidasy jako templátu. Teoretická molární hmotnost SmPOP je 82 kDa a její 
sekvence obsahuje 712 aminokyselin. SmPOP je z 50 % homologní k lidské POP (Obr. 21, 
str. 56) a patří do rodiny S9 serinových proteas. Signální sekvence nebyla predikována. Dle 
homologie sekvencí, SmPOP obsahuje N-terminální cylindrickou doménu nazývanou β-
propeler a katalytickou α/β hydrolasovou doménu, která obsahuje katalytickou triádu v pořadí 
Ser556, Asp643 a His682. Toto doménové složení je typické pro savčí POP a pro proteasy 





Obrázek 21: Porovnání sekvence SmPOP a lidské prolyloligopeptidasy (HsPOP) (databáze 
Uniprot, kód: P48147). Modře je vyznačena specifická doména pro prolyloligopeptidasy tzv. „β-
propeler,“ žlutě potenciální N-glykosylační místa a růžově katalytická triáda Ser, Asp, His. 
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RT-qPCR analýza exprese SmPOP v různých vývojových stádiích krevničky ukázala, 
že SmPOP je exprimovaná ve vejcích, dceřiných sporocystách, schistosomulách a dospělcích 
(a jen v malé míře v cerkáriích a miracidiích (Obr. 22A, str. 57). Enzymová aktivita SmPOP 
byla měřena v extraktech krevničky v kinetickém testu s fluorogenním substrátem Z-Gly-Pro-
AMC, který je specifický pro prolyloligopeptidasy. Nejvyšší aktivita byla naměřena 
v homogenátech vajec, schistosomul a dospělců. Mírná aktivita byla změřena v homogenátu 
miracidií a v homogenátu cerkárií nebyla detekována žádná aktivita (Obr. 22B, str. 57). 
 
Obrázek 22: Aktivitní a transkripční profil SmPOP ve vývojových stádiích S. mansoni. 
A) Exprese SmPOP byla vyhodnocena  pomocí RT-qPCR. Úrovně transkripce mRNA 
jsou uvedeny jako procentuální vyjádření vzhledem ke konstitutivně exprimované 
cytochromoxidase I ze S. mansoni. B) Aktivita SmPOP byla měřena v proteinových 
homogenátech vývojových stádií S. mansoni pomocí kinetické analýzy s fluorogenním 
substrátem Z-Gly-Pro-AMC v pH 8.0 a vztažena na obsah proteinů v homogenátu. 
 
4.3.3.1. Příprava rekombinantní SmPOP 
Rekombinantní proteasa SmPOP byla produkována v bakteriálním systému E. coli jako 
rozpustný a katalyticky aktivní enzym (Fajtová 2011) a purifikována kombinací chelatační 
a ionexové chromatografie. Purifikovaná SmPOP byla vizualizována na SDS elektroforéze 
jako jeden pás o velikosti 80 kDa. Polyklonální protilátky připravené imunizací králíků 
s SmPOP jako antigenem rozpoznávaly na imunoblotu jak antigen, tak zároveň i jeden pás 
v homogenátu z dospělých schistosom (Obr. 23A, str. 58). Molární hmotnosti rekombinantní 
i přirozené SmPOP (82 kDa) odpovídají teoretické molekulové hmotnosti vypočtené 
z aminokyselinové sekvence.  
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pH profil rekombinantní SmPOP byl stanoven pomocí kinetického testu s fluorogenním 
substrátem Z-Gly-Pro-AMC a porovnán s pH profilem nativní SmPOP v homogenátu 
z dospělých červů (Obr. 23B, str. 58). Oba enzymy štěpily substrát mezi pH 6,0 - 10,0 
s optimální aktivitou v pH 8,0. 
 
Obrázek 23: Porovnání nativní a rekombinantní SmPOP. A) Rekombinantní SmPOP 
exprimovaná v E. coli (dvě dráhy vlevo) a proteinový extrakt z dospělců S. mansoni (dvě 
dráhy vpravo) byly rozděleny na SDS elektroforéze, přeneseny na membránu a vizualizovány 
proteinovým barvením či imunodetekovány pomocí protilátek proti SmPOP. B) pH profil 
rekombinantní SmPOP a nativní SmPOP (v homogenátu dospělců S. mansoni). Aktivita byla 
měřena v kinetickém testu s fluorogenním substrátem Z-Gly-Pro-AMC. Aktivita je vyjádřena 
v procentech jednotek RFU/s normalizovaných na nejvyšší naměřenou hodnotu (100 %).  
4.3.3.2. Substrátová specificita SmPOP 
Prolyloligopeptidasy specificky štěpí peptidové substráty za prolinem. Pomocí panelu 
bioaktivních peptidů, které ve své sekvenci obsahují prolin, byla analyzována substrátová 
specificita SmPOP (Obr. 24 str. 59). Peptidy byly inkubovány s SmPOP, vzniklé fragmenty 
rozděleny pomocí HPLC a výsledná místa štěpení byla identifikována pomocí hmotnostní 
spektrometrie. Všechny substráty byly specificky štěpeny za prolinovým zbytkem s vyjímkou 
vazby Pro-Lys u substance P a Pro-Pro u bradykininu (Obr. 24, str. 59). Substrátová 
specificita SmPOP se podobá specificitě savčích prolyloligopeptidas, které štěpí vazby Pro-
Xaa, kde Xaa je jakákoliv aminokyselina kromě prolinu. Stejně jako savčí 
prolyloligopeptidasy SmPOP neštěpí za předposledním prolinovým zbytkem na N-konci 
substrátu (Wilk 1983). 
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Obrázek 24: SmPOP štěpí lidské peptidové hormony a neuropeptidy obsahující prolin. 
Peptidy byly inkubovány s rekombinantní SmPOP v pH 8,0 a místa štěpení (červené 
trojúhelníky) byly identifikovány pomocí hmotnostní spektrometrie. Proliny jsou vyznačeny 
tučně, disulfidové můstky v závorce. 
 
Schopnost SmPOP štěpit makromolekulární proteiny hostitele byla testována se sadou 
lidských proteinů jako hemoglobin, sérový albumin a kolagen typu I a IV. Nebyla pozorována 
žádná fragmentace (Obr. 25, str. 59), což naznačuje, že SmPOP je oligopeptidasou štěpící 
pouze oligopeptidové, ale ne proteinové substráty. 
 
 
Obrázek 25: Rekombinantní SmPOP neštěpí makromolekulární proteinové substráty. Lidský 
sérový albumin (HSA), kolagen typu I a typu IV (Col I, Col IV) a hemoglobin (Hb) byly 
inkubovány 12 h v přítomnosti nebo bez rekombinantní SmPOP. Reakční směs byla 
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analyzována na SDS elektroforéze (HSA, Col I a Col IV) nebo na tricinové SDS elektroforéze 
(Hb) a proteiny byly obarveny roztokem Coomassie Brilliant Blue G250.  
Substrátová specificita SmPOP v pozici P2 byla studována pomocí fluorogenní substrátové 
knihovny (Obr. 26, str. 61). SmPOP preferovala substráty, které měly v pozici P2 arginin nebo 
lysin, dále akceptovala substráty s hydrofobními, alifatickými a polárními aminokyselinami 
v pozici P2. Nejméně preferované substráty byly s prolinem v pozici P2. 
Substrátová specificita byla dále studována pomocí peptidových FRET substrátů, které 
využívají jako donor fluorescenční skupinu aminobenzoyl (Abz) a jako akceptor 
nitrophenylalanin (NPh) a obsahují prolin v pozici P1. Byla připravena sada substrátů 
s odlišnými aminokyselinovýmí zbytky v pozici P2 (Abz-Ala-Pro-NPh, Abz-Gly-Pro-NPh, 
Abz-Lys-Pro-NPh, a Abz-Pro-Pro-NPh). Tyto substráty byly také prodlouženy do pozice P3 
(Abz-Ala-Ala-Pro-NPh and Abz-Gly-Gly-Pro-NPh) nebo pozice P1’ (Abz-Ala-Pro-Ala-NPh 
a Abz-Ala-Pro-Gly-NPh). Největší aktivita SmPOP byla naměřena se substráty Abz-Ala-Pro-
NPh a Abz-Lys-Pro-NPh, zatímco substrát Abz-Pro-Pro-NPh nebyl hydrolyzován. Při 
prodloužení substrátu o jednu aminokyselinu do pozice P3 a P1’ nedošlo ke zvýšení afinity 
substrátu k POP.  
Nakonec byla testována schopnost rekombinantní SmPOP hydrolyzovat substráty 
s prolinem v pozici P1, které jsou specifické pro jiné enzymy štěpící za prolinem jako: 
enzymy kolagenasového typu (Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC), dipeptidylaminopeptidasa II 
(Lys-Pro-AMC), dipeptidylaminopeptidasa IV (Gly-Pro-AMC) a prolylaminopeptidasa (Pro-
AMC). Pouze Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC byl štěpen stejně účinně jako obecně 
používaný specifický substrát pro prolyloligopeptidasy Z-Gly-Pro-AMC. Naproti tomu 
hydrolýza substrátů s volným N-koncem byla velmi limitovaná (Lys-Pro-AMC) anebo 
neprobíhala vůbec (Gly-Pro-AMC a Pro-AMC). 
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Obrázek 26: Substrátová specificita rekombinantní SmPOP. Aktivita SmPOP byla měřena 
pomocí sady syntetických substrátových knihoven: A) fluorogenní substráty, které obsahovaly 
prolin v pozici P1, se strukturou Z-X-Pro-ACC, kde X je jedna z proteinogenních aminokyselin 
v pozici P2, ACC je fluorofor 7-amino-4-karbamoylmethylkumarin; B) peptidové FRET 
substráty s prolinem v pozici P1 a aminokyselinovými zbytky Ala, Gly, Pro, Lys nebo Gly v 
pozici P2, které byly také prodlouženy o jednu aminokyselinu do pozice P3 nebo P1’; C) 
fluorogenní substráty s prolinem v pozici P1, které jsou používány k měření aktivit 
následujících peptidas: kolagenasy (Suc-GPLGP-AMC), dipeptidylaminopeptidasy II (KP-
AMC), dipeptidylaminopeptidasy IV (GP-AMC) a prolylaminopeptidasy (P-AMC). Hydrolýza 
substrátů byla měřena v kinetickém testu v pH 8,0 s rekombinantní SmPOP nebo lidskou POP 
(HsPOP).  
 
Výsledky prokázaly, že SmPOP je oligopeptidasa hydrolyzující oligopeptidové substráty 
v endopeptidolytickém módu na karboxylovém konci prolinového zbytku, která neštěpí 
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makromolekulární proteinové substráty. Z biochemických a strukturních analýz vyplývá, že 
SmPOP a savčí POP mají téměř stejnou substrátovou specificitu, což naznačuje silné evoluční 
zachování funkce a struktury. 
4.3.3.3. Inhibiční specificita SmPOP 
Inhibiční specificita SmPOP byla analyzovaná pomocí panelu malých inhibitorů specifických 
pro různé třídy a typy proteas (Tab. 5, str. 62-63). Aktivita SmPOP byla zcela inhibovaná 
selektivními inhibitory prolyloligopeptidas s chloromethyl ketonovou (CMK) nebo 
aldehydovou (CHO) reakční skupinou (Z-Ala-Pro-CMK a Z-Pro-Pro-CHO), dále pak 
obecným inhibitorem serinových proteas diisopropyl fluorofosfátem. Pouze částečná inhibice 
byla pozorována u AEBSF (4-(2-aminoethyl)benzenesulfonylfluoridhydrochlorid), PMSF 
(fenylmethylsulfonylfluorid), TLCK (Nα-tosyl-L-lysin chloromethyl keton), TPCK (N-p-
tosyl-L-fenylalanin chloromethyl keton) a 3,4-dichloroisocoumarin, všechny tyto inhibitory 
jsou specifické pro serinové proteasy chymotrypsinové rodiny. Aktivita SmPOP nebyla 
ovlivněna proteinovými inhibitory STI (soybean trypsin inhibitor) a BPTI (bovine pancreatic 
trypsin inhibitor) ani inhibitory cysteinových, aspartátových nebo metaloproteas. Celkový 
inhibiční profil pro SmPOP odpovídá profilům popsaným pro savčí prolyloligopeptidasy. 
 
Tabulka 5: Inhibice SmPOP inhibitory proteas. Hodnota inhibice byla určena pomocí 
kinetického testu s rekombinantní SmPOP a fluorogenním substrátem Z-Gly-Pro-AMC v pH 
8,0; AP – aspartátové proteasy, CP – cysteinové proteasy, MP – metaloproteasy, SP – 
serinové proteasy. 




AEBSF SP 1000 12,0±3,1 
PMSF SP 1000 47,6±1,6 
Benzamidin SP (trypsinového typu) 10 3,7±1,1 
TLCK SP (trypsinového typu) 1 38,3±1,2 
TPCK SP (chymotrypsinového typu) 1 67,2±6,2 
3, 4-dichloroisocoumarin SP 100 77,3±0,6 
BPTI SP 50 1,4±1,1 
STI SP 10 12,3±3,2 
Diisopropyl fluorofosfát SP 100 100±1 
Leupeptin SP, CP 20 2,3±1,2 
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Antipain SP, CP 20 32,4±1,4 
E-64 CP 10 6,5±6,1 
Pepstatin A AP 1 7,3±3,5 
EDTA MP 1000 3,8±2,3 
Bestatin MP (leucinaminopeptidasa) 1 2,3±2,1 
Z-Ala-Pro-CMK SP (prolyloligopeptidasa) 1 100±3 
Z-Pro-Pro-CHO SP (prolyloligopeptidasa) 1 100±1 
Z-Pro-Pro-OH SP (prolyloligopeptidasa) 100 37,6±2,1 
Z-Pro-OH SP (prolidasa) 100 41,1±1,8 
 
Detailnější inhibiční profil SmPOP byl analyzován pomocí panelu syntetických peptidových 
inhibitorů se strukturou Z-Xaa-Pro-CHO/CMK, které obsahovaly aldehydovou (CHO) nebo 
chloromethyl ketonovou (CMK) reaktivní skupinu (Tab. 5, str. 62-63). Aminokyseliny 
v pozici P2 (Xaa) byly vybrány na základě získané substrátové specificity (Obr. 26, str. 61). 
Hodnoty IC50 aldehydových derivátů dosahovaly mikromolárních hodnot (1,3 - 6,1 μM). 
Inhibiční specificita v pozici P2 odpovídala nalezené substrátové specificitě SmPOP: nejnižší 
hodnoty IC50 byly naměřeny pro inhibitory, které obsahují bazické aminokyseliny v pozici P2. 
Zavedením ireversibilní chloromethyl ketonové reaktivní skupiny do inhibitorů došlo 
k poklesu IC50 hodnot o tři řády (IC50 od 2,9 nM do 3,2 nM). 
Dále byla testována účinnost inhibitorů vyvinutých proti lidské POP: Y-29794 oxalát 
(Nakajima et al. 1992), SUAM 14746 (Lawandi et al. 2010) a Z-Pro-Pro-CHO (Yoshimoto et 
al. 1985). Zatímco SUAM 14746 inhiboval lidskou i schistosomální POP stejně efektivně 
(IC50 = 83 nM pro HsPOP a 92 nM pro SmPOP), hodnoty pro inhibici SmPOP inhibitory Y-
29794 oxalát a Z-Pro-Pro-CHO byly o řád vyšší než pro lidskou POP. (Hodnoty IC50 = 8,6 
μM (HsPOP) a 0,49 μM (SmPOP), pro Y-29794 oxalát, a 0,16 μM (HsPOP) a 0,01 μM 
(SmPOP) pro Z-Pro-Pro-CHO. Inhibiční specificita kopírovala substrátovou specificitu POP 
s výjimkou Pro zbytku v pozici P2: Z-Pro-Pro-CHO byl účinným inhibitor, ale Z-Pro-Pro-
ACC špatný substrát. Stejná specificita byla pozorována i u lidské POP. 
4.3.3.4. Antischistosomální účinek inhibitorů SmPOP 
Účinnost panelu SmPOP inhibitorů byla dále testována na schistosomulách S. mansoni 
v kultivačním médiu vyhodnocením indukovaných změn fenotypů (Tab. 6, str. 64). Výsledky 
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ukázaly, že CHO inhibitor Z-Lys-Pro-CHO měl velmi slabý efekt, inhibitory Z-Gly-Pro-
CHO, Z-Tyr-Pro-CHO, Z-Arg-Pro-CHO a CMK inhibitor Z-Arg-Pro-CMK vykazovaly 
signifikantní změnu fenotypu. Nejvýraznější efekt byl indukován inhibitory Z-Ala-Pro-CHO 
a Z-Ala-Pro-CMK. Komerční inhibitory lidské POP Y-29794 a SUAM 14746 indukovaly 
mírnou nebo žádnou změnu fenotypu. 
 
Tabulka 6: Inhibice aktivity SmPOP a antischistosomální účinek syntetických inhibitorů 
SmPOP. Hodnota IC50 byla určena pomocí kinetického testu s rekombinantní SmPOP 
a fluorogenním substrátem Z-Gly-Pro-AMC v pH 8,0. V biologickém testu na živých 
schistosomulách byly sledovány změny fenotypu vyvolané inkubaci s inhibitory, testovanými 
v koncentracích 10 a 1 µM. Výsledné fenotypy pozorované ve třech časech byly zařazeny 
podle závažnosti účinku do tříd 0-4, přičemž stupeň 0 odpovídá fenotypu parazitů 
kultivovaných bez inhibitoru a stupněm 4 byl popsán nejzávažnější efekt; 1SUAM-14746 – 
komerční inhibitor lidské prolyloligopeptidasy (Sigma-Adrich);2Y-29794 – komerční inhibitor 
lidské prolyloligopeptidasy (Santa Cruz Biotechnology). 
 Stupeň závažnosti fenotypu 
Inhibice SmPOP 10 µM 1 µM 
 IC50 (µM) 1 d 2 d 3 d 1 d 2 d 3 d 
Y-297941 8.6 ± 0.4 2 4 4 1 2 2 
SUAM-147462 0.092 ± 0.005 1 0 0 0 0 0 
Z-Pro-Pro-CHO 0.16 ± 0.03 1 0 0 0 0 0 
Z-Ala-Pro-CHO 3.1 ± 0.2 1 1 4 0 1 2 
Z-Gly-Pro-CHO 6.1 ± 0.4 2 2 4 1 1 2 
Z-Tyr-Pro-CHO 4.4 ± 0.4 2 2 4 1 1 2 
Z-Arg-Pro-CHO 1.3 ± 0.3 2 2 4 1 2 2 
Z-Lys-Pro-CHO 3.0 ± 0.6 4 4 4 1 1 4 
Z-Ala-Pro-CMK 0.0032 ± 0.0004 2 2 4 1 1 2 
Z-Arg-Pro-CMK 0.0029 ± 0.0001 0 1 2 0 1 2 
 
4.3.3.5. SmPOP v živých parazitech štěpí bioaktivní peptidy hostitele 
V dalším kroku bylo zkoumáno, zda-li může SmPOP interagovat s peptidovými substráty 
v prostředí obklopujícím parazita. Schistosomuly nebo dospělci S. mansoni byly inkubovány 
v kultivačním mediu v mikrotitrační destičce s fluorogenním substrátem Z-Gly-Pro-AMC. 
Štěpení substrátu bylo detekováno pomocí fluorescenční čtečky (Obr. 27, str. 65). Aktivita 
SmPOP nebyla detekována, pokud byly paraziti současně se substrátem kultivovány i se 
specifickým SmPOP inhibitorem Z-Ala-Pro-CMK. V ES produktech odebraných po 
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dvoudenní kultivaci parazitů nebyla zjištěna žádná významná aktivita SmPOP, což ukazuje, 
že SmPOP není vylučována parazitem do kultivačního média. 
V dalším kroku byly do kultivačního média s dospělými parazity přidány peptidové 
hormony angiotensin I a bradykinin. Oba hormony byly štěpeny a fragmentační místa 
identifikovaná pomocí hmotnostní spektrometrie byla lokalizována za zbytky prolinu. 
Fragmentace byla inhibována v přítomnosti specifického POP inhibitoru Z-Ala-pro-CMK. 
Zjištěná místa štěpení v sekvencích peptidů byla shodná s fragmentačními místy získanými 
inkubací in vitro s rekombinantní SmPOP.  
Závěrem lze konstatovat, že i když není proteasa SmPOP parazitem sekretován, může 
interagovat s fyziologicky relevantními hostitelskými peptidy v prostředí. 
 
 
Obrázek 27: Enzymová aktivita SmPOP v živých krevničkách. A) SmPOP aktivita v ES 
produktech a se živými schistosomulami nebo dospělými krevničkami kultivovanými v médiu 
byla měřena pomocí fluorogenního substrátu Z-Gly-Pro-AMC. Inhibitor Z-Gly-Pro-CMK byl 
přidán v kontrolních pokusech do média, aby specificky blokoval aktivitu SmPOP. 
B) Peptidové hormony angiotensin a bradykinin byly inkubovány v kultivačním médiu 
společně s živými dospělými krevničkami (ex vivo) nebo v reakční směsi s rekombinantní 
SmPOP (in vitro). Médium a reakční směs byly analyzovány pomocí hmotnostní spektrometrie 




Schistosomóza je jednou z opomíjených tropických parazitárních onemocnění, která postihuje 
přes 200 milionů lidí a riziko infekce se týká 750 milionů lidí v 78 zemích spadajících do 
tropických a subtropických oblastí světa. Výslednou bilancí je schistosomóza z parazitárních 
infekcí na druhém místě za malárií a představuje jednoznačně globální zdravotní problém. 
Toto chronické parazitární onemocnění je způsobené krevničkami rodu Schistosoma. 
Proteasy jsou nezbytné pro přežití krevniček v těle hostitele (Kasny et al. 2009). Jsou 
důležité pro invazi do hostitele, migraci, trávení, reprodukci a modulování hostitelských 
fyziologických funkcí a imunitní odpovědi. Proto jsou proteasy stále častěji studovány jako 
cílové molekuly pro nová chemoterapeutika a vakcíny proti schistosomóze. Dosavadní 
výzkum proteas S. mansoni se orientoval převážně na funkční charakterizaci jednotlivých 
proteas nebo anotaci jejich sekvencí v rámci genomových či transkriptomických studií. Cílem 
disertační práce bylo jednak detailně analyzovat složení proteolytického systému 
sekretovaného parazitem, který se významně podílí na interakci krevničky s lidským 
hostitelem, a jednak vyhledat a funkčně charakterizovat cílové molekuly pro vývoj 
antischistosomálních strategií a identifikovat jejich účinné inhibitory představujících 
potenciální léčiva proti schisostosomóze. 
 
Mapování proteolytických aktivit sekretovaných krevničkou při interakci s lidským 
hostitelem 
V první části disertační práce (publikace č. 1-3) byly hlavní typy enzymatických aktivit 
proteas sekretovaných krevničkou mapovány a klasifikovány pomocí moderních funkčně-
proteomických metod. Charakterizována byla substrátová specificita nalezených serinových 
proteas (SP) rodiny S1 a nejvíce zastoupená proteasa SmSP2 byla podrobně biochemicky 
charakterizována.  
V publikaci č. 1 (Dvořák et al. 2016) Byly připraveny exkrečně-sekreční (ES) 
produkty vývojových stádií S. mansoni, které žijí v lidském hostiteli, konkrétně dospělých 
schistosom, schistosomul (juvenilní schistosomy) a vajec. Tyto ES produkty, které byly 
připraveny za fyziologických podmínek, obsahují proteasy, které působí na rozhraní parazit-
hostitel a potenciálně mohou ovlivňovat homeostázu hostitele. Aktivity sekretovaných proteas 
v ES produktech byly mapovány pomocí FRET substrátů a také nové multiplexové metody. 
Tato metoda byla doposud úspěšně použita jednak k identifikaci substrátových specifit 
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jednotlivých rekombinantních proteas (např. lidského katepsinu K (Sharma et al. 2015) 
a serinové proteasy z Mycobacteria tuberculosis (Small et al. 2013)), jednak ke komplexním 
analýzám proteolytických systémů (např. trávicích proteas z humra Homarus americanus 
(Bibo-Verdugo et al. 2016) a ES produktů cerkárií S. mansoni (O'Donoghue et al. 2012)). 
Tímto způsobem bylo v ES produktech analyzovaných ve vývojových stádií krevničky 
nalezena sada proteolytických aktivit. Nejjednodušší profil byl detekován v ES produktech 
schisotosomul, kde převládá pravděpodobně jediná serinová proteasa se specifitou v pozicích 
P1-P1’ pro bazické aminokyseliny. Profil je zcela odlišný od substrátové specificity nalezené 
v ES produktech cerkárií, stádia, ze kterého se schistosomuly vyvíjí. U cerkárií 
v ES produktech dominuje cerkáriová elastasa se substrátovou specificitou 
chymotrypsinového typu (specificita pro Phe a Tyr v pozici P1 a Pro v pozici P2). Naproti 
tomu v ES produktech u dospělých parazitů a vajec byly identifikovány komplexní profily, 
které se lišily v zastoupení tříd cysteinových a serinových proteas a metaloproteas, což 
naznačuje rozdílnou jejich rozdílnou důležitost v průběhu vývoje parazita. U všech 
vývojových stádií byla nalezena významná aktivita serinových proteas, a to především 
trypsinového typu (tj. aktivity štěpící za bazickými aminokyselinami Arg či Lys). 
Vzhledem k významnému podílu serinových proteas rodiny S1 v ES produktech 
krevničky, se publikace č. 2 (Horn at al. 2014) orientovala na genomickou analýzu 
a klasifikaci proteas této rodiny. Převážná většina publikací o proteasách rodiny S1 se 
u krevniček zabývá cerkáriovou elastasou (Ingram et al. 2012; Salter et al. 2000), enzymu, 
který usnadňuje larvám krevničky pronikat kůží do těla hostitele. Z ostatní proteas rodiny S1 
krevniček byla částečně charakterizována jen serinová proteasa 1 (SP1) (Cocude et al. 1999). 
Dále byla v proteinovém homogenátu dospělé krevničky identifikována aktivita serinových 
proteas kalikreinového typu a tato proteasa byla izolována a pojmenována SK1 (Carvalho et 
al. 1998). Tento enzym štěpí kalikreinové substráty a procesuje kininogen na aktivní 
bradykinin jenž následně vyvolal silnou vazodilataci a snížil arteriální krevní tlak 
u experimentálních krys (Carvalho et al. 1998). Obě proteasy SK1 a SP1 pravděpodobně hrají 
roli při regulaci vaskulárních funkcí hostitele. Další studie se věnovala aktivitě serinových 
proteas v extraktech vajec S. mansoni, kde vykazovala významnou fibrinolytickou aktivitu 
(Doenhoff et al. 2003).  
V genomu krevničky střevní bylo nalezeno pět genů pro serinové proteasy rodiny S1, 
označených SmSP1-5 (publikace č. 2). Analýza jejich proteinových sekvencí ukázala, že 
proteasy SmSP1-4 jsou proteasy trypsinového typu a SmSP5 je proteasa chymotrypsinového 
typu. U SmSP1-4 je substrátová specificita podmíněna Asp v podmístě S1, který určuje štěpení 
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substrátů v pozice P1 za Arg, Lys (Huber a Bode, 1979), oproti tomu u SmSP5 se v podmístě 
S1 nachází Gly. Díky této malé nepolární aminokyselině vykazuje SmSP5 pravděpodobně 
substrátovou specificitu podobnou proteasám chymotrypsinového typu. 
Aktivity SmSP1-5 byly detekovány v homogenátech schistosomul, dospělců a vajec, pomocí 
kinetického měření se sadou specifických substrátů a byla testována jejich citlivost 
k inhibitorům selektivním pro proteasy rodiny S1. V kinetických testech převažovala 
trypsinová aktivita nad chymotrypsinovou, což odpovídá teoretickým specifitám odvozeným 
od charakteru S1 vazebného místa. Převažující trypsinová aktivita byla detekována i v ES 
produktech, což znamená, že SmSP jsou sekretovány ve své aktivní formě z těla parazita 
a mohou hrát klíčovou roli v interakcích mezi parazitem a hostitelem.  
Analýza exprese mRNA SmSP prokázala, že ve všech vývojových stádiích 
parazitujících u lidského hostitele je v nejvyšší míře exprimována proteasa SmSP2, a proto ji 
byla věnována další studie. V publikaci č. 3 (Leontovyč et al. 2018) byla SmSP2 
biochemicky charakterizována a byla navržena její biologická role. SmSP2 byla popsána jako 
multidoménový enzym, vzdáleně připomínající doménovou strukturu serinových proteas 
koagulační kaskády. Podle charakteru S1 vazebného podmísta byla SmSP2 klasifikována jako 
proteasa trypsinového typu. To bylo potvrzeno analýzou specificity pomocí substrátových 
knihoven, která ukázala preference pro bazické aminokyseliny Arg, Lys v pozici P1. SmSP2 
byla imunolokalizována na povrchu (tegumentu) krevničky, odkud je sekretovaná parazitem 
do média, kde může štěpit proteinové substráty hostitele. Bylo zjištěno, že SmSP2 štěpí pouze 
určité proteiny hostitele např. kininogen, fibrinogen a plasminogen, což naznačuje její roli 
v modulaci hemostázy hostitele. 
 
Identifikace a charakterizace proteas krevničky jako cílových molekul pro potenciální 
antischistosomální léčiva 
Druhá část disertační práce se zabývala identifikací povrchových a trávicích proteas 
krevničky S. mansoni jako cílových molekul pro vývoj nových léčiv proti schistosomóze. 
Chemická genetika používá ke studiu biologických procesů malé specifické molekuly, které 
jsou schopny modulovat funkce různých genových produktů (nejčastěji proteinů, ale také 
např. DNA nebo RNA); nejčastěji je sledován vliv těchto látek na fenotyp studovaného 
organismu. 
V disertační práci byl studován vliv inhibitorů proteas na životaschopnost 
schistosomul v kultivačním médiu. Celkem bylo testováno 240 inhibitorů lidských homologů 
schistosomálních proteas, konkrétně se jednalo o inhibitory aspartátových proteas rodiny 
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pepsinu (katepsinu D), cysteinových proteas rodiny papainu (katepsinů B/L a C) a rodiny 
legumainu, dále serinových proteas (trypsinového typu, prolyloligopeptidasy 
a dipeptidylpeptidasy IV) a metaloproteas. Jako kritické byly identifikovány inhibitory 
trávicích proteas typu katepsinů B, L, C a D a tegumentálních proteas typu 
prolyloligopeptidasy. Mírná změna fenotypu byla nalezena po inkubaci s inhibitorem 
dipeptidylpeptidasy IV a žádný efekt neměly inhibitory legumainu, metaloproteas 
a serinových proteas rodiny S1. 
Katepsin B1 ze S. mansoni (SmCB1) byl již dříve validován jako cílová molekula pro 
léčbu schistosomózy na myším modelu (Abdulla et al. 2007). Vinylsulfonový inhibitor 
K11777 způsobil u nakažených myší podstatný pokles počtu dospělých červů a produkce 
vajíček. V krevničkách, které byly izolovány z infikovaných myší, byla identifikována 
SmCB1 jako hlavní proteasa inhibovaná K11777. Tento výsledek následně podpořila 
porovnání derivátů K11777 testovaných in vitro s rekombinantním enzymem a ex vivo 
s živými krevničkami v kultivačním médiu (Jilkova et al. 2011); prokázaná byl korelace mezi 
inhibičními konstantami a vyvoláním poškozujícího fenotypu u živých krevniček. Na tuto 
práci navazuje připravovaný rukopis č. 1 (Jílková et al. 2018), ve které byla vyvinuta 
a testována sada druhé generace vinylsulfonových inhibitorů SmCB1. Získané inhibitory, 
které jsou dosud nejúčinnějšími vyvinutými inhibitory SmCB1, vykazují subnanomolárních 
inhibičních parametrů in vitro. 
 
Další část disertační práce se věnuje funkční charakterizaci dvou proteas, které byly 
identifikovány jako potenciální cílové molekuly: trávicí proteasa katepsin C ze S. mansoni 
(SmCC) (připravovaný rukopis č. 2 - Fajtová et al. 2018) a tegumentální 
prolyloligopeptidasa ze S. mansoni (SmPOP) (publikace č. 4 – Fajtová et al 2015).  
SmCC byl produkován rekombinantní expresí v prvokovi L. tarentolae. Výhodou 
tohoto expresního systému je především zachování řady posttranslačních modifikací 
eukaryotických proteinů. Tento expresní systém byl již úspěšně použit pro lysozomální 
proteiny (Breitling et al. 2002; Chen et al. 1997). Rekombinantní SmCC byl z expresního 
média získán ve formě neaktivního zymogenu a v malé míře i jako aktivní enzym, 
pravděpodobně aktivovaný proteolytickým aparátem hostitelských buněk L. tarentolae. Tento 
aktivní preparát byl dostačující pro základní charakterizaci biochemickou SmCC. V další fázi 
výzkumu bude nutné vyvinout aktivační protokol pro řízenou trans-aktivaci jinými proteasami 
(Dahl et al. 2001), např. pomocí dalších trávicích proteas krevničky, které se mohou podílet 
na aktivaci SmCC in vivo. Inhibiční profil SmCC byl testován se sadou 
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tetrafluorofenoxarylmethylketonových inhibitorů, které byly navrženy proti 
dipeptidylaminopeptidase I (DPAP I), orthologu SmCC z Plasmodia falcipari, který je 
původcem malárie (Deu et al. 2010). Podobně jako DPAP I byl SmCC inhibován in vitro 
nejúčinnějšími inhibitory v nanomolární oblasti koncentrací. Tyto inhibitory vykazovaly silný 
antischistosomální účinek ve fenotypovém testu na živých schistosomulách, přičemž 
nejefektivnější inhibitor ML4118S byl cca 1000x účinnější než praziquantel, v současnosti 
jediný používaný lék proti schistosomóze. ML4118S částečně inhibuje i katepsin B1 a L3 
(nepublikovaná data), vysoká antischistosomální účinnost inhibitoru může být daná křížovou 
reaktivitou proti dalším trávicím proteasám, které vykazují synergický efekt.  
V publikaci č. 4 (Fajtová et al 2018) byla identifikována a funkčně charakterizována 
prolyloligopeptidasa ze S. mansoni (SmPOP), serinová proteasa rodiny S9. SmPOP vykazuje 
51 % identity se sekvencí lidské prolyloligopeptidasy. Homologní trojrozměrný model 
SmPOP prokázal shodnou doménovou prostorovou architekturu s lidskou POP, složenou 
z katalytické α/β hydrolasové domény a cylindrické domény nazývané β-propeler, která 
reguluje aktivní místo a zapřičiňuje oligopeptidasovou aktivitu enzymu (Fulop et al.1998). 
Rekombinantní SmPOP byla produkována v expresním systému E. coli. Analýza 
substrátové a inhibiční specificity prokázala, že SmPOP podobně jako savčí POP (Polgar 
2002) štěpí oligopeptidové substráty v endopeptidasovém módu za zbytkem Pro. SmPOP 
preferuje v pozici P2 bazické aminokyseliny před hydrofobními a alifatickými, naproti tomu 
substráty s Pro v pozici P2 nebyly štěpeny. SmPOP nebyla inhibována inhibitory S1 rodiny 
jako je AEBSF, benzamidin a BPTI. Tyto výsledky také odpovídají inhibiční specificitě pro 
savčí POP a POP z parazita Trypanosoma cruzi (nazvané Tc80) (Sharma and Ortwerth 1994; 
Bastos et al. 2010). Inhibiční specificita rekombinantní SmPOP byla dále zkoumána pomocí 
panelu inhibitorů s aldehydovou reakční skupinou s variabilní aminokyselinou v pozici P2 (Z-
Xaa-Pro-CHO). Inhibiční profil odpovídal substrátovému profilu s výjimkou pro inhibitor 
s Pro v P2 pozici (Z-Pro-Pro-CHO), který byl účinným inhibitorem, ačkoliv peptidový 
substrát (Z-Pro-Pro-ACC) nebyl štěpen.  
Antischistosomální účinek inhibitorů SmPOP byl následně testován ex vivo na živých 
schistosomulách. Tato analýza ukázala, že některé z inhibitorů způsobily silnou degeneraci až 
mortalitu. Z těchto výsledků vyplývá, že SmPOP je kritická pro přežití parazita a je 
potenciálním cílem pro vývoj antischistosomálních terapeutik na bázi malých inhibitorů.  
RT-qPCR a substrátová analýza potvrdila, že SmPOP je exprimována ve stádiích krevničky, 
které žijí v lidském hostiteli (dospělci, schistosomuly a vejce). SmPOP byla 
imunolokalizována na tegumentu dospělců parazita. Naproti tomu nebyla nalezena 
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v gastrodermis a lumen střeva, což naznačuje, že SmPOP se nepodílí na trávení krevniček ale 
má spíše specifické role na rozhraní hostitele a parazita. Obdobná lokalizace v tegumentu byla 
nalezena i pro cysteinovou proteasu S. mansoni katepsin B2, jehož fyziologická funkce nebyla 
zatím objasněna (Caffrey et al. 2002).  
Distribuce SmPOP byla studována pomocí aktivitního testu na živých krevničkách a na jejich 
ES produktech. Tato analýza ukázala, že SmPOP je aktivní enzym na povrchu parazita a není 
sekretován do hostitelského prostředí. Dále bylo prokázáno, že SmPOP štěpí in vitro 
vasoregulační peptidy angiotensin I a bradykinin. Tyto peptidy byly stejným způsobem 
štěpeny i v testech ex vivo s dospělými krevničkami. Angiotensin I je produkován renin-
angiotensinovým systémem, který je primární fyziologický regulátor krevního tlaku v lidském 
těle (Campbell 2003). SmPOP štěpí angiotensin I na vasodilatační angiotensin-(1-7), který 
zároveň inhibuje proliferaci buněk, angiogenezi, fibrózu a zánět (Izumi and Iwao, 2006; 
Gallagher et al 2013). Bradykinin je generován systémem kalikrein-kinin, který se rovněž 
podílí na regulaci krevního tlaku (Campbell 2003). Bradykinin je silný vazodilatátor, který 
podporuje cevní permeabilitu a působí diureticky, a proteolytické působení SmPOP jej 
inaktivuje. Podle těchto výsledků lze předpokládat, že SmPOP lokalizovaná na tegumentu 
parazita přispívá k modulaci nebo dysregulaci homeostatických systémů řízených 






Disertační práce se zabývala proteolytickými enzymy z krevničky střevní (Schistosoma 
mansoni), která způsobuje závažné parazitární onemocnění schistosomózu. Výsledky jsou 
shrnuty ve čtyřech publikacích a dvou připravovaných rukopisech, které jsou podávány do 
mezinárodního časopisu.  
Disertační práce přináší nový ucelený popis sekretovaných proteas, které se významně účastní 
interakcí krevničky s lidským hostitelem. Dále jsou prezentovány nové poznatky o trávicích 
a povrchových proteasách krevničky, které byly v práci validovány jako vhodné molekulární 
cíle, a o jejich inhibitorech jako potenciálních antischistosomálních léčivech. 
 
V disertační práci byly splněny zadané cíle a hlavní získané výsledky jsou následující:  
1. Podle navrženého postupu byly připraveny exkrečně-sekreční (ES) produkty ze stádií 
krevničky parazitujících v lidském hostiteli (dospělců, schistosomul a vajec) v množství 
umožňujícím jejich analýzu.  
2. S využitím přístupů funkční proteomiky byly popsány hlavní proteolytické aktivity 
ES produktů tří stádií krevničky.  Pomocí dvou metod pro substrátovou analýzu 
(s fluorescenční detekcí a detekcí hmotnostní spektrometrií) byla identifikována sada 
unikátních aktivit endo- a exo-peptidas, které byly klasifikovány s využitím specifických 
inhibitorů selektivních pro jednotlivé třídy proteas. Data ukázala komplexní složení 
proteolytického systému ES produktů pro každé z vývojových stádií, s převažujícími 
serinovými a cysteinovými proteasami a metaloproteasami. 
3. Pomocí bioinformatické analýzy byly v genomu krevničky identifikovány a anotovány 
geny pro 5 odlišných serinových proteas (SmSPs). RT-qPCR analýza jejich exprese 
v jednotlivých vývojových stadiích ukázala komplexní expresní profil pro jednotlivé 
SmSPs, přičemž nejvíce byla zastoupena proteasa SmSP2. Aktivity SmSPs byly také 
detekovány pomocí selektivních fluorogenních substrátů v homogenátech a ES produktech 
studovaných stádií. 
4. Pomocí přístupu chemické genomiky byla identifikována sada proteas krevničky 
nezbytných pro životaschopnost parazita, které představují molekulární cíle pro vývoj 
nových inhibitorů s antischistosomální aktivitou. Konkrétně se jedná o trávicí proteasy 
SmCB, SmCC a SmCD a povrchovou proteasu SmPOP. 
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5. Proteasy SmPOP a SmCC byly připraveny rekombinantní expresí v bakteriích E. coli 
respektive prvoku L. tarentolae a purifikovány v aktivní formě. S těmito enzymy byla 
testována účinnost několika rozsáhlých sad syntetických inhibitorů pomocí  kinetického 
testu in vitro s  fluorogenními substráty. 
6. Inhibitory účinné in vitro (bod 5) byly testovány ex vivo v biologickém testu na živých 
schistosomulách v kultivačním médiu. Tyto experimenty identifikovaly několik inhibitorů, 
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